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  �قد� و ����

�پاس و �تا�ش �� �دای را �ل و جلا� � آ�ر �درت او � ���ه روز رو�ن، �بان ا�ت و ا�وار ح��ت او � دل �ب �ر، ��شان. 

م و آ��یدگاری �  ن، �نده ���ف �و�ش را � ���ق ع� �و���ن را � ما �ناسا�د و ��ی ع�م را � ما ��ود و ���ی و ����ی �طا ���ود � �دا

  .����� �یازماید

 ��ا�ی و ��ا�قدرم �ناب آ�ی د��ر ��ر ���ی و �ناب آ�ی د��ر ��ید ا��ن زاده ��یار �پاس�ذارم ��ا � �دون را��ما��ھای �یداز ا�تا

����ل �د�د �ل ���� را  .ا�شان ���ن ا�ن پایان �� ��ر �م�ن �ود
����ی ���آبادی، � ز��ت �شاوره ا�ن رسا� را 

از �ناب آ�ی د��ر 

  �ی �ما�م.

کاری ��غ ���وده ا�د، از دو�تان ��  و د��وزم خا�م � �ما� از �ا� و �وا� �� و ���با�م � � �ی ا�ن �دت با ش��با�ی �مام از ا�از ���ت و ��

�نا�یان، ���را ����ی، ز�ا ����ی، ز�ه �وا�ی، ��ما �د�ی، رایان سا�یان، ��ما ��مدی، ��س �وض زاده، ز��� ��وی، ���و� .... ، 

� ��شان �ل  ���ه ..... و آ�ی ���ن ��ا�ی ���د � � �ی ا�ن �دت از را��ما�ی � و� ��� �یدرزاده، آزاده ���ی، ��� ���ی، 

 
��

ن ا��فاده را �دم، از دو دو�ت ���اه و ���با�م �ھد� تلاو�ی و ���م ����ودی � � �ی ا�ن �دت ���اه �ن �ود�د �ل ���� را دارم.  ���

گاه ژ��یک م�ی و ز��ت �ناوری � خا �� ��ه �و�ی ��شان از �ما�ی دو�تان، اسا�ید، کار�ناسان آزما�ه � دا�ه ����ی شا�ود و �و��

  �ل ���� را دارم.

گان � پاس  و � �ھا�� ا�ن رسا� را � �در و ما� ��م دو ����ه ز���ی �قد�م �ی ��م � پاس ����ر ���م و ا�سا�ی شان از ک��ه ا�ثار و از �ود�ذ��

ا�ت � پاس ق�� �ی �ر�شان � ��یاد رس عا��ه �رشار و ��مای ا�ید��ش و�ودشان � � ا�ن �رد��ن روزگاران ���ر�ن �ن 

  ا�ت و �ر��دا�ی و �س � �نا�شان � �جا�ت �ی ��اید و � پاس ���ت �ی �ی ���شان � ��� ��و�ش ��ی �ند.
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 زي دانشکده کشاورزي دانشگاهکارشناسی ارشد رشته بیوتکنولوژي کشاوردانشجوي دوره ، فائزه حسنی  اینجانب

تحت   Cohnella sp. A01بررسی خصوصیات آنزیم آمیلوپلولاناز از باکتري بومیشاهرود نویسنده پایان نامه 

  :زاده، متعهد می شومدکتر ناصر فرخی و دکتر سعید امین آقایان راهنمائی

  توسط اینجانب انجام شده است و از صحت و اصالت برخوردار است.تحقیقات در این پایان نامه  

 .در استفاده از نتایج پژوهشهاي محققان دیگر به مرجع مورد استفاده استناد شده است 

  مطالب مندرج در پایان نامه تاکنون توسط خود یا فرد دیگري براي دریافت هیچ نوع مدرك یا امتیازي

 در هیچ جا ارائه نشده است.

  دانشـگاه  « مقالات مستخرج بـا نـام    یه حقوق معنوي این اثر متعلق به دانشگاه شاهرود می باشد وکل

 به چاپ خواهد رسید.»  University  of  Shahrood«و یا » شاهرود 

     حقوق معنوي تمام افرادي که در به دست آمدن نتایح اصلی پایان نامه تأثیرگذار بـوده انـد در مقـالات

 رعایت می گردد. نامهپایان مستخرج از 

 هاي آنهـا) اسـتفاده شـده    یا بافت، در مواردي که از موجود زنده ( در کلیه مراحل انجام این پایان نامه

 است ضوابط و اصول اخلاقی رعایت شده است.

  در کلیه مراحل انجام این پایان نامه، در مواردي که به حوزه اطلاعات شخصی افراد دسترسی یافته یا

                             صول اخلاق انسانی رعایت شده است.ه است اصل رازداري ، ضوابط و ااستفاده شد

 تاریخ:                         

  

  

  

  

  

 تعهد نامه



  ح
 

  چکیده

باشد که قادر به هاي تجزیه کننده نشاسته و پلولان می) از آنزیمEC. 3.2.1.41/1آمیلوپلولاناز (

آمیلوپلولاناز ژن باشد. در این پژوهش، در نشاسته می α-)1→6(و  α-)1→4(شکستن پیوندهاي 

Amy1136  جفت باز از باکتري گرمادوست  2166به طولCohnella sp. A01  در حامل بیانیpET-

26b(+)  همسانه سازي و در باکتريE. coli BL21  .آنزیم با روش شوك حرارتی، در دماي بیان شد

، بهینه شدروش سطح پاسخ  با Amy1136بیان هترولوگ خالص گردید. دقیقه  15به مدت  90 �

. بود 25/1و جمعیت باکتري  rpm 179، دور چرخش 7/26 �شرایط بهینه براي بیان آنزیم دماي 

بیوشیمیایی و کینتیکی آنزیم بر روي دو سوبسترا نشاسته و پلولان مورد بررسی قرار خصوصیات 

بهترین فعالیت را دارد.   = pH 8و  50 �در دماي  Amy1136ها نشان داد که آنزیم گرفت. بررسی

 +Agهاي فلزي، پایدار بود. در بین یون pH) و تغییرات 90 �آنزیم همچنین نسبت به دماي بالا (

فعالیت آمیلازي آنزیم را به صفر رساند،  +Co2موجب افزایش چند برابري فعالیت آنزیم شد، اما 

براي  kcat/  Km  و  Km ،Vmax ،kcatباشد. پارامترهاي کینتیکی می +Ca2همچنین آنزیم غیروابسته به یون 

mg ml فعالیت آمیلازي به ترتیب 
-1

 2/4 ،µmol min
-1
 mg

-1
 38/650 ،s

-1
 38/1129 ،s

-1
mg ml

-1
 

mg ml و براي فعالیت پلولانازي به ترتیب  09/269
-1

73/1 ،µmol min
-1
 mg

-1
 59/337 ،s

-1
s و 1/586 

-

1
mg ml

-1
هاي اسیدي و pHدر شرایط سخت، مانند دماي بالا،  Amy1136باشد. پایداري می 78/338 

دهد که این آنزیم به کلسیم، نشان میهاي آلی و همچنین غیروابسته بودن قلیایی، سورفکتانت، حلال

  وشو باشد.هاي صنعتی به ویژه صنعت قندسازي نشاسته و شستتواند گزینه مناسبی براي کاربردمی

 Cohnella sp. A01سازي، غیروابسته به کلسیم، آمیلوپلولاناز، همسانه کلمات کلیدي:

   



  خ
 

 �قالات

  

  هاي مشابهآنزیممقایسه آمیلوپلولاناز بومی مقاوم به حرارت با 

  فائزه حسنی، سعیدامین زاده، ناصر فرخی، مجتبی ممرآبادي

خرداد   5تا  3 -دانشگاه شهید بهشتی - المللی و نهمین همایش ملی بیوتکنولوژي جمهوري اسلامی ایراناولین همایش بین

1394   

  پذیرش مقاله به صورت پوستر

  

  

 Cohnellaاز باکتري بومی  +Ca2تعیین خصوصیات آمیلوپلولاناز نوترکیب مقاوم به حرارت و غیر وابسته به 

sp.A01 

  فائزه حسنی، سعیدامین زاده، ناصر فرخی، مجتبی ممرآبادي

خرداد  3تا  1 -دانشگاه شهید بهشتی -المللی و چهاردهمین همایش ملی ژنتیک جمهوري اسلامی ایراندومین همایش بین

  پذیرش مقاله به صورت سخنرانی 1395
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  فهرست شکل ها

 
 مولکول از یبخش) b است، شده داده نشان α-)1→4( وندیپ با گلوکز شده تکرار يواحدها لوز،یآم از یبخش) a: 1-1شکل

 و α-)1→4( يوندهایپ کوژن،یگل مولکول از یبخش)  cاست، شده داده نشان α-)1→6( و α-)1→4( يوندهایپ ن،یلوپکتیآم
)6→1(-α شتریب شاخهها تعداد کوژنیگل در که باشدیم شاخهها تعداد در نیلوپکتیآم با آن تفاوت و است شده داده نشان 

 4 .................................................................................................... .رییتغ با (Hii et al., 2012) باشدیم

 که همانطور دهد،یم نشان را ایاح يقندها اهیس يرههایدا نشاسته، سمیکاتابول در ریدرگ يمهایآنز عمل کیشمات شکل: 2-1شکل

 ،III و I، II درولازیه پلولان گروه چند به خود که شاخهشکن يمهایآنز لازها،یاگزوآم لازها،یاندوآم شودیم مشاهده شکل در

 هر باشند،کهیم نشاسته سمیکاتابول در ریدرگ يمهایآنز ترنسفرازها لیکوزیگل و شوندیم میتقس لازیزوآمیا و II پلولاناز ،I پلولاناز

 7 ................................... .(Hii et al., 2012) کنندیم جادیا یمتفاوت محصولات و گذاشته اثر یخاص وندیپ يرو بر کدام

-)1→4( وندیپ با پانوز يواحدها تکرار) α، b-)1→6( وندیپ با وزیمالتوتر يواحدها تکرار) a پلولان، کیشمات ساختار: 3-1شکل

α (Singh et al., 2008). ................................................................................................................ 9 

 5 به یینها محصول و سوبسترا بودن یاختصاص اساس بر پلولان کننده هیتجز يمهایآنز پلولان، کننده هیتجز يمهایآنز: 4-1شکل

 و کندیم زیدرولیه را α-)1→4( يوندهایپ): EC 3.2.1.135 نئوپلولاناز،( I پیت درولازیه پلولان: شوندیم میتقس یاصل گروه

 پلولان. دارد عهده بر را پلولان از زوپانوزیا دیتول): EC 3.2.1.57زوپلولاناز،یا( IIپیت زیدرولیه پلولان. است پانوز آن محصول

. کندیم دیتول مالتوز و پانوز وز،یمالتوتر پلولان، از و کندیم زیدرولیه را α-)1→4( و α-)1→6( يوندهایپ: III پیت درولازیه

. باشدیم وزیمالتوتر آن محصول و کندیم زیدرولیه را α-)1→6( يوندهایپ یاختصاص طور به): I )EC 3.2.1.41 پیت پلولاناز

 & Doman-Pytka) کندیم زیدرولیه را α-)1→4( هم و α-)1→6( يوندهایپ هم): لوپلولانازیآم( II پیت پلولانار
Bardowski, 2004) ................................................................................................................... 11 

 يدهایگوساکاریاول و پلولان در وندیپ I پلولاناز شودیم مشاهده که همانطور ،II و I يپلولانازها عمل کیشمات شکل: 5-1شکل

 يوندهایپ و پلولان در وندیپ II پلولاناز اما کند،یم آزاد یخط يدهایگوساکاریاول و وزیمالتوتر و کرده زیدرولیه را يشاخها

)4→1(-α و )1→4(-α زیدرولیه از و وزیمالتوتر پلولان زیدروایه از که کرده زیدرولیه يشاخها يدهایگوساکاریاول در را 

 12 ............... .(Nisha & Satyanarayana, 2016) کندیم آزاد مالتوتتراز و وزیمالتوتر مالتوز، يشاخها يدهایگوساکاریاول

 آب مولکول) b. شودیم پروتونه ،Asp دهنده نیپروتئ توسط يدیکوزیگل وندیپ ژنیاکس) a پلولانازها، عمل سمیمکان: 6-1شکل

 در يقند ماندهیباق 1 کربن و لینوکلئوف ژنیاکس نیب کووالان وندیپ آب مولکول) c. گرددیم فعال Glu نهیدآمیاس توسط و وارد

 15 ............................................................................ .(Hasan et al., 2006) کندیم زیدرولیه را -1 تیموقع

 به نشاسته یمعمول ندیفرآ در دهآل،یا و معمول صورت به نشاسته يساز محلول و يقندساز ندیفرآ کیشمات شکل: 9-1شکل

 لیتبد فروکتوز و مالتوز گلوکز، مانند ارزشتر با و سادهتر يقندها و نشاسته محلول به یمختلف يکهایتیلولیآم يمهایآنز لهیوس

 و يدیاس طیشرا و حرارت به مقاوم میآنز کی از استفاده با یینها و سادهتر محصولات به نشاسته لیتبد دهآلیا ندیفرآ. شودیم

 Nisha & Satyanarayana, 2016.( ....................................... 17( ردیگیم انجام +Ca2 ونی به روابستهیغ نیهمچن



  ش
 

 يبعد  سه نمودار کی قالب در پاسخ و مستقل يرهایمتغ نیب رابطه حیتوض منظور  به ،يبعد سه پاسخ سطح نمودار) a: 8-1شکل

 ارائه پاسخ سطح کانتور معمولا پاسخ، سطح شکل بهتر کشیدن تصویر به براي پاسخ، سطح يکانتور رسم) b شود یم داده نشان

 از مشخصی ارتفاع به مربـوط کـانتور هر و شود یم داده نمایش x2 و x1 صفحه در ثابت پاسخ خطوط کانتوري، رسم در. شود یم

 27 ........................................................................................................................... .است پاسخ سطح

 کننده دیتول ياعضا با Cohnella sp. A01 يباکتر میآنز یلوژنیف روابط یبررس منظور به کیلوژنتیف درختچه رسم: 1-4 شکل

 نیا میآنز شودیم مشاهده شکل در که همانطور شدهاند، تیخصوص نییتع که GH57 و GH13 يخانوادهها لوپلولانازیآم میآنز

 1000 با استرپ بوت با Mega6.06 افزار نرم از استفاده با کیلوژنتیف درختچه. شودیم گرفته قرار 57 خانواده گروه در قیتحق

).دیگرد استفاده آن از درختچه رسم در گروه خارج عضو کی عنوان به و بوده بتاگلوکاناز میآنز کی C. sp F32( شد رسم تکرار

 ............................................................................................................................................... 57 

-pET حامل) DNA 1 یمولکول وزن نشانگر) pET-26b(+) M یانیب حامل در Amy1136 ژن يهمسانهساز: 2- 4 شکل
 میآنز با خورده برش pET-26b(+)-Amy1136  بینوترک حامل) pET-26b(+)-Amy1136 3 بینوترک حامل) 2 (+)26

Nde I 4 (بینوترک حامل یمیآنز برش pET-26b(+)-Amy1136 يمهایآنز با Nde I و Not I ژن وخروج Amy1136 5 (

 pET-26b(+)-Amy1136.................................................. 59 بینوترک حامل در Amy1136 ژن PCR محصول

 يالقا از قبل انیب) 1 نیپروتئ یمولکول وزن نشانگر) Amy1136، M ژن انیب یبررس يبرا SDS-PAGE الکتروفورز: 3-4شکل

IPTG )میآنز انیب) 2) یمنف کنترل Amy1136 يالقا از پس IPTG ............................................................ 61 

 Amy1136 میآنز يساز خالص و E. coli BL21 يباکتر سلول ونیکاسیسون از بعد SDS-PAGE الکتروفورز: 4-4 شکل

M (یمولکول وزن نشانگر DNA 1 (2 ونیکاسیسون از حاصل ینیپروتئ محلول (Amy1136 61 ..................... .شده خالص 

 61 ....................................................................................................... مالتوز استاندارد یمنحن: 5-4 شکل

 تیفعال و دیتول ندیفرآ بر اثرگذار يفاکتورها افتنی منظور به Plackett-Burman برنامه یخروج پارتو نمودار: 6-4 شکل

 شناخته رگذاریتاث يفاکتورها چرخش دور و دما ،يباکتر تیجمع فاکتور 3 شودیم مشاهده که همانطور ،Amy1136 میآنز

 62 ........................................................................................................................................ .شدند

 که است نیا انگریب و است شده انجام شیآزما جینتا کنواختی عیتوز انگرینما نمودار نیا. ها داده نرمال عیتوز نمودار: 7-4 شکل

 68 ......................................................................................... .ندارد یینها جهینت بر يریتاث یاحتمال يخطاها

 توانیم مدل نیا اساس بر ،Amy1136 میآنز تیفعال زانیم براي شده ینیب شیپ و حقیقی مقادیر مقایسه نمودار: 8-4 شکل

 افزار نرم توسط شده فیتعر محدوده در و داشته مطابقت افزار نرم توسط شده ینیشبیپ جینتا با شیآزما از حاصل جینتا: گفت

 68 ...................................................................................................................................... .باشدیم

 و دما متقابل ریتاث ،Amy1136 میآنز تیفعال زانیم بر چرخش دور و دما يفاکتورها رییتغ اثر پاسخ سطح نمودار: 9-4 شکل

 69 ..... .باشدیم انهیم چرخش دور و يدما در هیتجز زانیم نیشتریب کهیطور به است؛ مشخص کاملا تیفعال زانیم بر دورچرخش

 یافق محور نمودار نیا در ،Amy1136 میآنز تیفعال زانیم بر چرخش دور و دما يفاکتورها رییتغ اثر کانتور نمودار: 10-4 شکل

 نشان را بالاتر تیفعال زانیم قرمز به لیمتما يرنگها که است میآنز تیفعال زانیم نمودار رنگ و رگذاریتاث يفاکتورها ،يعمود و

 69 ....................................................................................................................................... .دهدیم

 مشخص که همانطور. Amy1136 تیفعال زانیم بر يباکتر تیجمع و دما يفاکتورها رییتغ اثر پاسخ سطح نمودار: 11-4 شکل

 71 ................................................................ .باشدیم انهیم يباکتر تیجمع و يدما در هیتجز زانیم نیشتریب است

 است مشخص که همانطور. Amy1136 تیفعال زانیم بر چرخش دور و دما يفاکتورها رییتغ اثر کانتور نمودار: 12- 4 شکل

 71 ...................................................................... .باشدیم انهیم يباکتر تیجمع و يدما در هیتجز زانیم نیشتریب
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 نشاسته يسوبسترا دو حضور در گراد یسانت درجه 10-90 يدما در ،Amy1136 تیفعال بر مناسب يدما نییتع: 13-4 شکل

)Starch (پلولان و )Pullulan (8 و = pH 72 ..........................................................شد يریاندازهگ تکرار بار 3 با 

 10-90 يدماها در میآنز گرفتن قرار از بعد Amy1136 تیفعال مختلف، يدماها در Amy1136 ییدما يداریپا: 14-4 شکل

 يریاندازهگ تکرار بار 3 با پلولان و نشاسته يسوبسترا حضور در pH = 8 و 50 � يدما در ساعت، 2 مدت به گراد یسانت درجه

 72 .......................................................................................................................................... .شد

 گرادیسانت درجه 90 و 70 ،50 يدماها در  Amy1136 میآنز مختلف، يزمانها در دما در Amy1136 يداریپا: 15-4 شکل

 74 .................شد يریاندازهگ نشاسته سوبسترا حضور در pH = 8 و 50 � يدما در ساعت 4 تا میآنز تیفعال. شد داده قرار

 3 و 50 �(  پلولان و نشاسته يسوبسترا دو حضور در pH 4-11 در ،Amy1136 تیفعال مناسب pH نییتع: 16-4 شکل

 74 .................................................................................................................... .شد يریگ اندازه) تکرار

 بار سه با pH = 8 و 50 � يدما در میآنز تیفعال ،10 تا 3 يها pH در ساعت2 مدت به Amy1136 يداریپا: 17-4 شکل

 75 ................................................................................................................... .دیگرد يریاندزهگ تکرار

 تیفعال. شد داده قرار  11 و 8 ،4 يها pH در Amy1136 مختلف، يزمانها در  pH در Amy1136 يداریپا: 18-4 شکل

 75 ................................................. .شد يریاندازهگ نشاسته حضور در pH = 8 و 50 � يدما در ساعت 24 تا میآنز

 در يفلز يونهای مولار یلیم 6 و 3 يغلظتها حضور در میآنز تیفعال ،Amy1136 میآنز تیفعال بر يفلز يونهای اثر: 19-4 شکل

 77 ............................. ).شد گرفته نظر در 100 کنترل( شد يریاندازهگ نشاسته سوبسترا يرو بر pH = 8 و 50 � يدما

 در يفلز يونهای مولار یلیم 6 و 3 يغلظتها حضور در میآنز تیفعال ،Amy1136 میآنز تیفعال بر يفلز يونهای اثر: 20-4 شکل

 77 ............................... ).شد گرفته نظر در صفر کنترل( شد يریاندازهگ پلولان سوبسترا يرو بر pH = 8 و 50 � يدما

 � يدما در یآل يحلالها درصد 2 و 1 يغلظتها حضور در میآنز تیفعال ،Amy1136 تیفعال بر یآل يحلالها اثر: 21-4 شکل
 79 .............................................. ).شد گرفته نظر در 100 کنترل( پلولان و نشاسته يسوبسترا يرو بر pH = 8 و 50

 8 و 50 � يدما در دترجنتها درصد 2 و 1 يغلظتها حضور در میآنز تیفعال ،Amy1136 تیفعال بر دترجنتها اثر: 22-4 شکل

= pH 79 .......................................................... ).شد گرفته نظر در 100 کنترل( پلولان و نشاسته سوبسترا يرو بر 

 � يدما در ییایمیش مواد یلیم 1 غلظت حضور در میآنز تیفعال ،Amy1136 میآنز تیفعال بر ییایمیش مواد اثر: 23-4 شکل
 80 .............................. ).شد گرفته نظر در 100 کنترل( شد يریاندازهگ پلولان و نشاسته سوبسترا يرو بر pH = 8 و 50

 81 .................................................................................................... منتن سیلیکائیم نمودار: 24-3 شکل
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صنایع مختلف، از جمله صنایع با توجه به کاربرد وسیع محصولات حاصل از هیدرولیز نشاسته در 

غذایی و دارویی و با افزایش روز افزون مصرف مواد قندي در دنیا و بالا بودن هزینه تولید شکر، توجه 

- از دو پلی (پلیمر گلوکز) هاي قندي از نشاسته معطوف شده است. نشاستهخاصی به تولید شربت

% ترکیب نشاسته را آمیلوپکتین 85-70 معمولاساکارید، آمیلوز و آمیلوپکتین تشکیل شده است. 

گیرد. . هیدرولیز نشاسته به دو روش شیمیایی و آنزیمی صورت می(Gerday, 2000)دهد تشکیل می

هاي هیدرولیز کننده نشاسته هیدرولیز شیمیایی توسط اسیدها و هیدرولیز آنزیمی به وسیله آنزیم

قندهاي احیایی گلوکز و یدرولیز نشاسته گیرد. محصولات هانجام مییعنی آمیلاز و پلولاناز 

هیدرولیز  است. بازده پایین هیدرولیز اسیديها ضرورت استفاده از آنزیم باشد.اولیگومرهاي آن می

 Yang)شود هایی مثل گلوکز، الیگوساکاریدها و دکسترین میآنزیمی باعث تبدیل نشاسته به مولکول

et al., 2013) که قادر به هیدرولیز نشاسته به  1بار از آنزیم گلوکوآمیلازبراي نخستین  1960. در دهه

کن براي هیدرولیز نشاسته در هاي شاخهگلوکز بود، استفاده شد. بعد از آن به مرور از سایر آنزیم

- هاي شاخهآنزیم 4هیدرولازهاو گلوکان 3، ایزوآمیلازها2صنعت استفاده شد. در حال حاضر پلولانازها

هیدرولازها گلیکوزیل 57و  13باشند. پلولاناز یکی از اعضاي خانواده در صنعت میشکن مورد استفاده 

کند. پلولانازها به ها حمله میاي در پلولان، نشاسته و دکسترینطور ویژه به نقاط شاخهباشد که بهمی

 تاکنون از منابعشوند. این آنزیم (آمیلوپلولانازها) تقسیم می IIو پلولاناز تیپ  Iدو نوع پلولاناز تیپ 

 Cohnella sp. A01. در تحقیق حاضر از باکتري گرمادوست بسیاري تشخیص و جداسازي شده است

براي استخراج ژن پلولاناز استفاده گردید. در فصل اول کلیاتی مربوط به ساختار، خصوصیات نشاسته و 

پلولاناز، انواع آن، نحوه عمل، ساختار و  ها، خصوصیات آنزیمهاي موثر بر هیدرولیز آنپلولان و آنزیم

  د.همچنین کاربردهاي آن صحبت خواهد ش

                                                             
1. Glucoamylase 
2. Pullulanase  
3. Isoamylase 
4. Glucanhydrolase  
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  نشاسته 1-1

 فاقد توانایی فتوسنتز موجودات براي انرژي اصلی منبع و گیاهان اي درذخیره کربوهیدرات نشاسته

زمینی، ذرت، بیشترین منابع تولید نشاسته، سیب باشد.است که به صورت گرانول در آب نامحلول می

. (Nisha & Satyanarayana, 2016)باشد گندم، چاودار، سورگوم، برنج، جو، نخود و تاپیوکا می

گلوکز است که به وسیله مولکول اکسیژن کربن شماره α-D  هاينشاسته بیوپلیمري متشکل از واحد

شرایط قلیایی  اند. پیوندهاي گلیکوزیدي نسبت بهیک با پیوند گلیکوزیدي به یکدیگر متصل شده

هاي مخصوص به واحدهاي گلوکز شکسته پایدار هستند درحالیکه تیمار نشاسته با اسیدها و آنزیم

هستند. آمیلوز  آمیلوپکتین و آمیلوز متمایز ساکاریدپلی دو ها مخلوطی ازشوند. اکثر نشاستهمی

 α-)1→4( گلوکز با پیوندهاي که در آن واحد است آب در محلول خطی با وزن مولکولی بالا، پلیمري

از  متشکل آب، در نامحلول تر،اي بلندپلیمر شاخه آمیلوپکتین و )a-1اند (شکل به هم متصل شده

آمیلوز و آمیلوپکتین دارند از متفاوتی  هاينسبتها ). نشاستهb-1 است (شکل α-)1→6هاي (پیوند

% ترکیب نشاسته را 80- 70اصولا ها وجود دارد. که تفاوت زیادي در خصوصیات فیزیکی آن

دهد. گلیکوژن و آمیلوپکتین ساختار مشابه به هم دارند با این تفاوت که در آمیلوپکتین تشکیل می

)، در حالیکه در آمیلوپکتین در c-1یک شاخه قرار دارد (شکل  α-)1→4پیوند ( 10گلیکوژن، در هر 

  . (Nakamura et al., 1996) یک شاخه وجود دارد α-)1→4پیوند ( 30هر 

ها و نساجی کاربرد دارد. سوسپانسیون ها و سورفکتانتنشاسته در صنایع غذایی، دارویی، تهیه پلیمر

شود که این پدیده در پخت نان و نساجی مهم است. در نشاسته بر اثر حرارت و جذب آب ژلاتینه می

یا موجب بیات شدن سریع نان شود و اثر سرد شدن نشاسته ژلاتینه شده جز آمیلوزي کریستالی می

 شود.می
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  هیدرولیز نشاسته 1-2

تر از آمیلوپکتین تجزیه سرعت تجزیه نشاسته به درجه پلیمریزاسیون آن بستگی دارد و آمیلوز سریع

هاي آمیلوپکتیک نشاسته را به طور کامل به گلوکز در هر حال، ترکیب مناسبی از آنزیم شود.می

  کند.دپلیمریزه می

  

بخشی از مولکول آمیلوپکتین، ) b ،نشان داده شده است α- )1→4(بخشی از آمیلوز، واحدهاي تکرار شده گلوکز با پیوند ) a: 1- 1شکل

نشان داده شده  α-)1→6و ( α-)1→4بخشی از مولکول گلیکوژن، پیوندهاي ()  c،نشان داده شده است α-)1→6و ( α-)1→4پیوندهاي (

  .با تغییر (Hii et al., 2012) باشدها بیشتر میباشد که در گلیکوژن تعداد شاخهها میاست و تفاوت آن با آمیلوپکتین در تعداد شاخه
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گیرد. هیدرولیز شیمیایی توسط اسیدها و هیدرولیز نشاسته به دو روش شیمیایی و آنزیمی صورت می

با توجه به مشکلات هیدرولیز اسیدي  گیرد.هاي آمیلاز انجام مییمهیدرولیز آنزیمی به وسیله آنز

لات هیدرولیز معمولا قندهاي اند. محصونشاسته، محققان توجه بیشتري به هیدرولیز آنزیمی نموده

- باشند. هیدرولیز آنزیمی نشاسته باعث تبدیل نشاسته به مولکولمیو اولیگومرهاي آن گلوکز احیاي 

ها در هیدرولیز آنزیمی شود. پایین بودن هزینهمی ١اولیگوساکاریدها و دکسترینهایی مثل گلوکز، 

باشد. هیدرولیز آنزیمی در شرایط هاي هیدرولیز اسیدي میمزیت اصلی این فرآیند نسبت به روش

گیرد، همچنین در آن خورندگی گراد انجام میدرجه سانتی 45-50و دماي   = 8/4pHملایم یعنی 

  . (Kuddus, 2013)د ندارد شیمیایی وجو

امروزه در صنعت به دلیل تقاضاي روز افزون براي تولید محصولاتی با ماده اولیه نشاسته، استفاده از 

هاي عمده هاي تجزیه کننده نشاسته رو به افزایش است. صنعت فرآوري نشاسته، یکی از بخشآنزیم

باشد که در بسیاري از محصولات کشاورزي ها به محصولات مفید میدر تجزیه پسماندها و تبدیل آن

که شامل نشاسته هستند، مانند تنباکو، گندم که مستعد تولید گاز یا سوخت مایع به وسیله فرآوري 

  باشد.میکروبی هستند، می

  هاي هیدرولیز کننده نشاسته آنزیم 1-3

میلاز، ایزوآمیلاز، پلولاناز، هاي تجزیه کننده نشاسته عبارتند از آلفاآمیلاز، گلوکزآمیلاز، بتاآآنزیم

- ، آنزیم٣ها، اگزو آمیلاز٢ها، اندو آمیلازدسته 3توان به ها را میآلفاگلوکوزیلاز و گلوکزآمیلاز این آنزیم

). دسته سوم شامل ایزوآمیلازها و پلولانازها بوده و 2-1بندي نمود (شکل ، تقسیم ٤شکنهاي شاخه

  هیدرولیز کنند.را  α- )1→6توانند باندهاي (می

                                                             
1. Dextrin 
2. Endoamylase 
3. Exoamylase 
4. Debranching enzyme 
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  شکنهاي شاخهآنزیم 1-4

را در آمیلوپکتین، گلیکوژن و پلیمرهاي آزاد هیدرولیز  α-)1→6شکن پیوندهاي (هاي شاخهآنزیم

ها را از دیگر آمیلازها که میل اولیه به آن α-)1→6شکن به پیوندهاي (هاي شاخهکنند. میل آنزیممی

) و EC 3.2.1.68ها شامل ایزوآمیلازها (کند. این آنزیمدارند، متمایز می α-)1→4پیوندهاي (

تفاوت پلولاناز با ایزوآمیلاز در توانایی هیدرولیز پلولان است. پلولانازها  ) هستند.3.2.1.41پلولانازها (

کنند با این تفاوت که ایزوآمیلازها فقط را هیدرولیز می α-)1→6و ایزوآمیلازها تنها پیوندهاي جانبی (

- بر روي زنجیرهکنند در حالیکه پلولانازها واحد گلوکز را هیدرولیز می 3هاي جانبی با بیش از زنجیره

 . (Hii et al., 2012) کنندواحد هم عمل می 3هاي جانبی کمتر از 

  پلولان  1-5

هاي گلیکوزیدي باشد که به وسیله پیوندهاي مالتوتریوز میپلولان پلیمر خطی و متشکل از واحد

)6→1(α  شکل)3-1 a1→4هاي (است که به وسیله پیوند 1) و یا واحدهاي پانوز(-α  متصل

هاي شود. پیوند) و در صنایع مختلف به کار گرفته میb 3-1، (شکل (Singh et al.,  2008)شده

)6→1(-α باشد، و در واقع پلولان به اي آمیلوپکتین میدر پلولان مشابه این پیوندها در نقاط شاخه

- هاي شاخه شکن نشاسته مورد توجه قرار میگسترده به عنوان یک سوبستراي مدل براي آنزیمطور 

  . (Plant et al., 1986) گیرد

هایی مانند پلولان محلول در آب بوده و به شکل محلول ویسکوز و چسبناك در آمده، اما در حلال

  .(Shingel, 2004)باشد اتانول، متانول و استون نامحلول می

- پلولان کاربردهاي وسیعی در صنایع غذایی (درترکیب فرمولاسیون مواد غذایی کم کالري به کار می

  .(Shingel 2004; Singh et al., 2008)رود) و دارویی (در ساخت چسب دندان) دارد 

                                                             
1. Panose  
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شود که از این تولید می Aureobasidium pullulanasساکاریدي است که توسط قارچ پلولان پلی

  قبلاقارچ 

  

  

همانطور که در شکل مشاهده ، دهدهاي سیاه قندهاي احیا را نشان میهاي درگیر در کاتابولیسم نشاسته، دایره: شکل شماتیک عمل آنزیم2- 1شکل

و  II، پلولاناز I، پلولاناز IIIو  I ،IIپلولان هیدرولاز گروه  که خود به چندشکن هاي شاخهشود اندوآمیلازها، اگزوآمیلازها، آنزیممی

باشند،که هر کدام بر روي پیوند خاصی اثر گذاشته و هاي درگیر در کاتابولیسم نشاسته میشوند و گلیکوزیل ترنسفرازها آنزیمتقسیم میایزوآمیلاز 

  .(Hii et al., 2012) کنندمحصولات متفاوتی ایجاد می
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 .Aشد. پلولان علاوه بر خوانده می Pematium pullulanasو  Pullularis pullulanasهاي تحت نام

pullulanas  توسط قارچ ساپروفیتTremella mesentrica ها به نام و قارچ انگل اجباري درخت

Cyttaria harioti  وCyttaria darwini  و همچنین قارچCryphonectaria  parasitica  نیز تولید

  ذکر شده داراي خاصیت فیتوتوکسیک است.شود که پلولان تولید شده در آخرین مورد می

Aureobasidium pullulanas در  2بائر. توضیح داده شد 1866در سال  1نخستین بار توسط دباري

 1958در سال  3ساکارید را در این قارچ مشاهده کرد و برینربراي نخستین بار تولید پلی 1938سال 

و همکارانش در سال  4بندر. یات آن پرداختپلیمر تولید شده را جداسازي کرد و به تعیین خصوص

ساختار اساسی  1960ساکارید جدید را مطالعه کرده و آن را پلولان نامیدند. و در سال پلی 1959

هاي آنزیم پلولاناز را کشف کردند که پیوند 1961در سال  5پلولان مشخص شد. بندر و والنفلس

)4→1(-α هاي متصل را به عنوان پلیمري متشکل از واحدکند از این رو پلولان را هیدرولیز می

وجود مقدار ناچیزي از مالتوتریوز را در پلولان نشان  و همکارانش 6شناسیم اما کاتلیمالتوتریوز می

 ,.Steinbuchel et al) آغاز شد  7توسط شرکت هایاشیبارا 1979دادند. تولید تجاري پلولان در سال 

قادر به  Aureobasidiumشود زیرا خود قارچ تلقی نمی ايي ذخیرهپلولان به عنوان یک ماده. (2005

عموما چنین  .آن را به قندهاي متابولیزه شونده هیدرولیز کندتواند هیدرولیز پلولان نیست و نمی

ها از خشکیدگی به کار هاي مشابه جهت محافظت سلولساکاریدشود که پلولان و پلیپنداشته می

ها و بلاستوسپور آن به اند که این پلیمر به اتصال قارچ به سطح برگداده روند. محققین نشانمی

  .(Steinbuchel et al., 2005)کند هاي رنگ آمیزي شده کمک میسطح چربی

                                                             
1. Debary  
2. Bauer  
3. Beriner  
4. Bender  
5. Wallenfels  
6. Cately  
7. Hayashibara  
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شود. دانشمندان با شود و سپس به خارج سلول ترشح میپلولان به صورت داخل سلولی ساخته می

  استفاده از

  

  

 α (Singh- )1→4() تکرار واحدهاي پانوز با پیوند α، b-)1→6() تکرار واحدهاي مالتوتریوز با پیوند a: ساختار شماتیک پلولان، 3- 1شکل
et al., 2008).  
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اند پلولان را سنتز کنند توانسته ATPو در حضور  UDPGو  A. pullulanasعاري از قارچ  عصاره

(Steinbuchel et al., 2005).  

  هاي تجزیه کننده پلولان آنزیم 1-6

گروه اصلی  5ترا و محصول نهایی به بر اساس اختصاصی بودن سوبس تجزیه کننده پلولانهاي آنزیم

را  α-)1→4هاي (): پیوندEC 3.2.1.135(نئوپلولاناز،  Iشوند: پلولان هیدرولاز تیپ تقسیم می

): تولید EC 3.2.1.57(ایزوپلولاناز، IIکند و محصول آن پانوز است. پلولان هیدرولیز تیپهیدرولیز می

را  α-)1→4و ( α-)1→6هاي (: پیوندIIIایزوپانوز از پلولان را بر عهده دارد. پلولان هیدرولاز تیپ 

): I )EC 3.2.1.41کند. پلولاناز تیپ کند و از پلولان، مالتوتریوز، پانوز و مالتوز تولید میهیدرولیز می

باشد. پلولانار کند و محصول آن مالتوتریوز میرا هیدرولیز می α-)1→6هاي (به طور اختصاصی پیوند

  ). 4-1کل کند (شرا هیدرولیز می α-)1→4و هم ( α-)1→6(هاي (آمیلوپلولاناز): هم پیوند IIتیپ 

  پلولانازها 1-7

گلوکانوهیدرولاز،  6گلوکانوهیدرولاز، پلولان  6) یا همچنین آلفادکسترین EC 3.2.1.41پلولانازها (

هاي مختلفی از شود، که از میگروارگانیسمگلوکانوهیدرولاز نیز نامیده می 6دکستریناز و آمیلوپکتین 

، Bacillus acidopullulyticus, Klebsiella planticola  ،B. deramificans ،B. sp. AN-7جمله، 

B. cereus FDTA-13  وGeobacillus stearothermophilus  اساس بر شود. پلولانازهامیتولید 

 α-)1→6پیوندهاي ( I تیپ پلولانازهاي. شوندمی بنديطبقه II و I تیپ دو به دارند، که خصوصیتی

کنند. برخی آمیلوپکتین و پلولان را هیدرولیز میهاي مشتق شده از آمیلوپکتین، بتادکسترین

هم  IIهمچنین فعالیت کمی روي گلیگوژن دارند. در مقابل، پلولانازهاي تیپ  Iپلولانازهاي تیپ 

- 1کنند، (شکل در نشاسته و پلولان را هیدرولیز می α-)1→4و هم پیوندهاي ( α-)1→6(پیوندهاي 

5.(  
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- یافت می GH57و در خانواده  GH13) از خانواده 41و  39، 14، 13، 12زیر خانواده ( 5پلولانازها در 

  شوند.

  

  

گروه اصلی  5هاي تجزیه کننده پلولان بر اساس اختصاصی بودن سوبسترا و محصول نهایی به آنزیم ،هاي تجزیه کننده پلولان: آنزیم4- 1شکل

است. کند و محصول آن پانوز را هیدرولیز می α-)1→4هاي (): پیوندEC 3.2.1.135(نئوپلولاناز،  Iشوند: پلولان هیدرولاز تیپ تقسیم می

هاي : پیوندIII): تولید ایزوپانوز از پلولان را بر عهده دارد. پلولان هیدرولاز تیپ EC 3.2.1.57(ایزوپلولاناز، IIپلولان هیدرولیز تیپ

)6→1(-α ) 1→4و(-α کند. پلولاناز تیپ کند و از پلولان، مالتوتریوز، پانوز و مالتوز تولید میرا هیدرولیز میI )EC 3.2.1.41طور  ): به

 α-)1→6(هاي (آمیلوپلولاناز): هم پیوند IIباشد. پلولانار تیپ کند و محصول آن مالتوتریوز میرا هیدرولیز می α- )1→6هاي (اختصاصی پیوند
  (Doman-Pytka & Bardowski, 2004) کندرا هیدرولیز می α-)1→4و هم (
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اي را پیوند در پلولان و اولیگوساکاریدهاي شاخه Iشود پلولاناز همانطور که مشاهده می ،II و I : شکل شماتیک عمل پلولانازهاي5- 1شکل

را در  α-)1→4(و  α-)1→4(پیوند در پلولان و پیوندهاي  IIکند، اما پلولاناز هیدرولیز کرده و مالتوتریوز و اولیگوساکاریدهاي خطی آزاد می

اي مالتوز، مالتوتریوز و از هیدروایز پلولان مالتوتریوز و از هیدرولیز اولیگوساکاریدهاي شاخهاي هیدرولیز کرده که اولیگوساکاریدهاي شاخه

  .(Nisha & Satyanarayana, 2016) کندمالتوتتراز آزاد می
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در  II؛ در حالیکه، پلولانازهاي تیپ GH13خانواده  14و  12هاي ، در زیر خانوادهIپلولانازهاي تیپ 

  شوند. یافت می GH57و در خانواده  GH13زیر خانواده  5همه 

 (آمیلوپلولانازها) IIپلولانازهاي تیپ  1-8

هاي شاخه شکن متعلق به خانواده گلیکوزیل )، گروهی از آنزیمII )EC 3.2.1.1/41پلولانازهاي تیپ 

هایشان یدرات بر اساس توالیهاي فعال بر کربوهبندي آنزیمباشند، که در طبقه)ها میGHهیدرولاز (

 CAZyاي ها در پایگاه دادههاي فعال بر روي کربوهیدرات. آنزیم(Cantarel et al., 2009)قرار دارند 

)Carbohydrate-Active enZymes( اند) قرار گرفتهHenrissat et al., 2009(ها با توجه . این آنزیم

بر اساس تعداد جایگاه فعال  IIپلولانازهاي تیپ باشند. میها به ویژگی آنزیمی، گروه متنوعی از آنزیم

شوند: در گروه اول، یک دومین کاتالیتیکی هیدرولیز دو نوع در یک پروتئین به دو زیرگروه تقسیم می

کند و را هیدرولیز می α-)1→4(آمیلاز پیوندهاي دهد، در گروه دوم، دومین آلفاپیوند را انجام می

هاي . میکروارگانیسم(Ara et al., 1995)کند را هیدرولیز می α-)1→6(، پیوندهاي Iدومین پلولاناز 

 ,.Coleman et al)کنند غیرهوازي ترموفیل آمیلوپلولانازهاي با یک جایگاه فعال کاتالیتیکی تولید می

هاي هوازي داراي هم یک و هم دو جایگاه فعال ، در حالیکه آمیلوپلولانازهاي میکروارگانیسم(1987

. پلولانازها (Lee et al., 1994)هستند  α-)1→6(و  α-)1→4(کاتالیتیکی براي هیدرولیز پیوندهاي 

داراي دو جایگاه فعال پلولاناز (-کاتالیتیکی و آمیلاز همچنین آمیلوپلولاناز (داراي یک جایگاه فعال

و  GH13در دو خانواده  II. پلولانازهاي تیپ (Melasniemi, 1988)شوند کاتالیتیکی) نیز نامیده می

GH57 هاي خانواده آنزیم اند.قرار گرفتهGH13  زنجیره موازي  8ازβ مارپیچ  8کیل شده که توسط تش

α ) 8احاطه شده است)β/α ((به نام  وTIM barrel هايکه داراي زنجیره، شودخوانده می β4 -

تا  4آسپارتات (ثبیت انتقال) داراي  -β7(دهنده پروتون)،  گلوتامات-β5آسپارتات (هسته کاتالیتیکی)، 

هاي خانواده . آنزیم(Kuriki & Imanaka, 1999; Janecek, 2014)باشند توالی حفاظت شده می 7

GH57  7در ساختار خود داراي)β/α (یک غلاف ناقص)، با تجهیزات کاتالیزوري (β4 -  آسپارتات
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توالی حفاظت  5آسپارتات (ثبیت انتقال) و  -β7گلوتامات (دهنده پروتون)،  -β5(هسته کاتالیتیکی)، 

، اما آمیلوپلولانازهاي ترموفیل درون GH13شده هستند. همه آمیلوپلولانازهاي مزوفیل درون خانواده 

  .(Lin et al., 2008)قرار دارند  GH57و  GH13هاي خانواده

 IIنسیم عمل پلولانازهاي تیپمکا 9- 1

را در نشاسته، پلولان،  α-)1→6و ( α-)1→4توانند پیوندهاي گلیکوزیدي(ها میآمیلوپلولاناز

عمل آنزیم در  . نحوه(Doman, 2004)هاي مرتبط هیدرولیز کنند آمیلوپکتین و دیگر اولیگوساکارید

. (MacGregor et al., 2001)باشد تمامی اعضاي خانواده گلیکوزیل هیدرولازها مشابه یکدیگر می

ها که مشخص کننده ایزومر (آرایش اتم 1واکنش از طریق جانشینی دوگانه و حفظ کنفیگوراسیون

). در 6-1است (شکل  نهادي شامل سه مرحلهرود. مکانیسم پیشمی باشد) آلفا پیشاي میفضایی ویژه

شود. این مرحله با حمله ، پروتونه میAspمرحله اول اکسیژن پیوند گلیکوزیدي توسط پروتون دهنده 

و تشکیل یک حدواسط کووالان  -1گلوکزي در موقعیت  1دیگري به کربن شماره  Aspنوکلئوفیلی 

دار شده است، یک آن پروتونیابد. پس از جدا شدن و ترك این قسمت از سوبسترا که گلوکز ادامه می

گردد، که در مرحله قبل غیر پروتونه شده بود فعال می Gluمولکول آب وارد و توسط یک اسیدآمینه 

باقیمانده قندي در  1سپس مولکول آب فعال شده، پیوند کووالان بین اکسیژن نوکلئوفیل و کربن 

گردد. قابل ذکر است که در ک کامل میکند و بدین ترتیب چرخه کاتالیتیرا هیدرولیز می -1موقعیت 

مولکول افتد به جاي آب یک سوبسترا، حاوي یک اتفاق می 2گلیکوزیلاسیونحالتی که فعالیت ترانس

شود. بدین ترتیب با همان مکانیسم یک پیوند گلوکز در سر غیر احیایی خود وارد جایگاه می

  (Doman-Pytka & Bardowski, 2004; Hasan et al., 2006)گردد گلیکوزیدي آلفا تشکیل می

                                                             
1. Configuration  
2. Transglycosylation  
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  کاربرد آمیلوپلولانازها 1-10

آمیلوپلولانازهاي کاربردهاي متنوعی در صنایع مختلف از جمله صنایع غذایی، دارویی، کشاورزي و 

  آمده است.در ادامه سوخت دارند. از جمله کاربردهاي آمیلوپلولاناز 

  

  

) مولکول آب وارد و توسط bشود. ، پروتونه میAspاکسیژن پیوند گلیکوزیدي توسط پروتئین دهنده ) a: مکانیسم عمل پلولانازها، 6- 1شکل

کند را هیدرولیز می - 1باقیمانده قندي در موقعیت  1) مولکول آب پیوند کووالان بین اکسیژن نوکلئوفیل و کربن cگردد. فعال می Gluاسیدآمینه 

(Hasan et al., 2006).  

  قندسازي و محلول سازي نشاستهصنعت  1-10-1

هاي مالتوز، مالتوتریوز، مالتوتتروز پلولانازها در فرآیند قندسازي نشاسته صنعتی به منظور تولید شربت

هایی که حاوي مالتوز و الیگوساکاریدها هستند، به صورت وسیع در شوند. شربتبه کار گرفته می

روند. در حال حاضر استفاده از پلولانازها موجب افزایش صنایع غذا، نوشیدنی و داروسازي به کار می
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هاي گلوکوآمیلاز به مقدار %، کاهش استفاده از آنزیم25-20% و 2غلظت گلوکز و مالتوز به ترتیب 

اند. آمیلوپلولانازها براي قندسازي و محلول سازي % و همچنین موجب کاهش زمان واکنش شده50

توانند جایگزین آلفاآمیلازها و باشند و میا میاي کارنشاسته به صورت تک مرحله

بتاآمیلازها/گلوکوآمیلازها در فرایند قندسازي و محلول سازي نشاسته بشوند. سرعت قندسازي 

نشاسته با پیش تیمار نشاسته با آمیلوپلولاناز و به دنبال آن تیمار با گلوکوآمیلاز، نسبت به قندسازي با 

 Nisha and)هاي تیمار شده با آلفاآمیلاز، بهبود یافته است نهایی و نشاستهاستفاده از گلوکوآمیلاز به ت

Satyanarayana, 2014) تهیه آنزیم مقاوم به حرارت با دو فعالیت گلوکوآمیلازي و پلولانازي هم .

  باشد. در دسترس می Genencorاز  ®OPTIMAXاکنون به طور تجاري با نام 

آنزیم براي استفاده کارآمد در صنعت نشاسته، باید مقاوم به حرارت و غیر وابسته به کلسیم باشد 

آنزیم ایزومراز را در مرحله  +Ca2)، زیرا محلول سازي نشاسته نیاز به دماي بالا دارد، و یون 7-1(شکل 

عدي موجب در مراحل ب +Ca2کند، همچنین حذف تبدیل گلوکز به فروکتوز و بالعکس مهار می

اي به دار دروازهاي و تکامل جهتشود. مهندسی پروتئین با جهش زایی نقطهها میافزایش هزینه

- استفاده کارآمد خود در صنعت دگرگونی نشاسته، باز کرده هاي آنزیمی به منظور بهبود ویژگی

 ,Vieille & Zeikus, 1996; Lin et al., 2008; Kim et al., 2009; Nisha & Satyanarayana)است

2013a, 2013b). هاي با خلوص بالاي مالتوز، داراي شیرینی کم، گرانروي کم در محلول، شربت

هاي به خوبی براي کاربرد در فرآیند . این موضوعهستندپسندي پایین و پایداري حرارتی خوبی رطوبت

 & Shaw)قرار گرفته است  موادغذایی از جمله تولید آب نبات و بستنی با کیفیت بالا مورد مطالعه

Sheu, 1992)مورد توجه  داروسازي هاي اخیر تولید مالتوز با درصد خلوص بالا در صنعت. در سال

  گلوکز براي تزریق داخل وریدي در-Dجاي توان بهزیادي قرار گرفته است. مالتوز را می
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هاي آل، در فرآیند معمولی نشاسته به وسیله آنزیمبه صورت معمول و ایده نشاسته يساز محلول و يقندساز : شکل شماتیک فرآیند9- 1شکل

آل تبدیل شود. فرآیند ایدهمانند گلوکز، مالتوز و فروکتوز تبدیل می رتارزش تر و باهاي مختلفی به محلول نشاسته و قندهاي سادهآمیلولیتیک

+Ca2یم مقاوم به حرارت و شرایط اسیدي و همچنین غیروابسته به یون تر و نهایی با استفاده از یک آنزنشاسته به محصولات ساده
 گیردمیانجام  

)Nisha & Satyanarayana, 2016(.  

  . (Shaw & Sheu, 1992)غلظت بالا، بدون بالا رفتن گلوکز خون تجویز کرد 

هاي با فروکتوز هاي با گلوکز بالا به عنوان منبع کربن در تخمیر و موادغذایی براي ساخت شربتشربت

با فروکتوز بالا با تیمار شربت دکستروز به  . شربت(Nigam & Singh, 2001)شوند بالا استفاده می

. (Van der Maarel et al., 2002)شود خصوص شربت با گلوکز بالا، با عمل گلوکز ایزومراز تولید می

تر کالري تر و ارزان. این شربت کمکالري و با کیفیت استکننده کمشربت با فروکتوز بالا یک شیرین

  . (Guzman-Maldonad et al., 1995)تر از ساکارز است برابر شیرین 8/1تا  2/1اما 
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  مواد شوینده 1-10-2

بعضی پلولانازهاي قلیایی به عنوان یک افزودنی در مواد شوینده ظرفشویی و لباسشویی براي از بین 

 ,.Hatada et al., 2001; Sumi et al)گیرند استفاده قرار می ها، در شرایط قلیایی موردبردن نشاسته

که آمیلوپلوناز در ترکیب با یک آلفاآمیلاز شو زمانیو. اثربخشی این پلولانازهاي قلیایی در شست(2014

تواند هیدرولیز هر دو نوع تواند افزایش پیدا کند، زیرا آمیلوپلولاناز به تنهایی میاستفاده شود، می

  .(Ara et al., 1995)را کاتالیز کند  )1→6) و (1→4(پیوند 

  صنعت پخت نان 3- 10- 1

هاي عمل کننده بر نشاسته، ارزش اقتصادي بالایی در صنعت پخت نان، به عنوان عامل ضد آنزیم

طعم و مزه نان و ضخامت بیاتی به تغییرات نامطلوب مثل کاهش رطوبت نان، از بین رفتن  بیاتی دارند.

، مالتوژنیک ، بتاآمیلازهایی مانند آلفاآمیلازشود. آنزیمپوشش حفاظتی محصولات پخته شده گفته می

شکن، آمیلوگلوکوزیدازها و آمیلوپلولانازها به عنوان عامل ضد بیاتی و بهبود هاي شاخهآمیلاز،  آنزیم

. بیاتی به دلیل از (Nisha & Satyanarayana, 2016)اند دهنده محصولات پخته شده گزارش شده

و  (Champenois et al., 1999; Kulp & Ponte, 1981)فتد ابین رفتن آمیلوپکتین نشاسته اتفاق می

شکن، آمیلوپلولانازها و هاي شاخهفتد. آنزیماتواند با کوتاه شدن زنجیره آمیلوپکتین به تعویق بیمی

اي تولید شده به وسیله عمل آلفاآمیلازها را آلفاآمیلازها) مالتودکسترین شاخهپلولانازها (در ترکیب با 

 & Nisha)برند کند، بنابراین چسبندگی محصولات نانوایی را از بین میهیدرولیز می

Satyanarayana, 2016) .  

  هاي سیکلودکسترینتولید شاخه 4- 10- 1

ها سیکلودکسترین است. سیکلودکسترینهاي از دیگر کاربردهاي پلولانازها در تولید شاخه

هاي طبیعی تشکیل شده از هاي شاردینگر)، نانوکپسولسیکلوآمیلوز، (سیکلومالتوز یا دکسترین

واحدهاي گلوکزي هستند. الیگوساکاریدهاي پرکاربرد طبیعی، آلفاسیکلودکسترین، بتاسیکلودکسترین 
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هاي عاملی وکز) هستند. با قرار دادن گروهواحد گل 8، 7، 6و گاماسیکلودکسترین (به ترتیب شامل 

ها مثل توان برخی از خصوصیات آنها با استفاده از آنزیم پلولاناز میجدید در ساختار سیکلودکسترین

ها را کاهش داد. از هاي آلی را بهبود بخشید و سمیت آنافزایش حلالیت در آب و حلال

ه عنوان حامل دارو و بهبود دهنده حلالیت مواد توان در صنایع داروسازي بها میسیکلودکسترین

آبگریز با حلالیت کم (مانند داروي پیروکسیکام)، در صنایع غذایی به عنوان پوشاننده بو و مزه بد مواد 

 ;Hasan, et al., 2006(و در مواد آرایشی به عنوان پوشاننده پوست در برابر نور خورشید بهره گرفت 

Zhang et al., 2013 .(  

  هاي زیستیتولید سوخت 5- 10- 1

هاي زیستی اکنون سوختهاي زیستی اشاره کرد. همتوان به تولید سوختاز کاربردهاي پلولاناز می

کنند. اتانول زیستی طی هاي مایع در بخش حمل و نقل دنیا را تامین می% کل مصرف سوخت1حدود 

اي به گلوکز با استفاده از آنزیم تجزیه مواد نشاستهشود. بنابراین با فرآیند تخمیر، از گلوکز تولید می

. این (Zhang et al., 2013)توان قند مورد نیاز جهت تولید اتانول زیستی را تامین کرد پلولاناز می

ماده براي تولید و یا محصولات تخمیري مانند اتانول توانند به عنوان پیشي خود میقندها به نوبه

ي یک فرآیند مهم براي دهندهاتانول از منابع تجدیدپذیر به روش تخمیر نشاناستفاده گردند. تولید 

فرد است که از . اتانول ترکیبی منحصربه(Sukumaran, 2005)هاي جایگزین است تولید سوخت

اي، سطح بالایی از پایداري و بدون اثر مخرب روي هاي آن  از جمله انتشار کم گازهاي گلخانهویژگی

  . (Singh et al., 2009)توان اشاره کردنقل میوسیستم حمل

  ارزش اقتصادي پلولانازهاکاربرد در صنعت کشاورزي و  6- 10- 1

ها از قارچ و مخمر و بیش از شود بیش از نیمی از آناز صدها آنزیمی که به طور تجاري استفاده می

شود. به طور کلی در صنعت، میها و باقی مانده از حیوانات و گیاهان حاصل ها از باکتريیک سوم آن

هاي مورد شوند و سایر آنزیمها را شامل می% از کل آنزیم3و  8منابع جانوري و گیاهی به ترتیب تنها 
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هایی که از نظر اقتصادي حائز . بیشتر آنزیم(Hasan et al., 2006)استفاده، منشا میکروبی دارند 

ها هایی که توسط میکروارگانیسمشوند. از میان آنزیمها تولید میاهمیت هستند توسط میکروارگانیسم

% بازار جهانی به 25هاي مختلف، همچون داروسازي، کشاورزي و صنعت تولید شده است. در بخش

هاي تولید شده در بخش صنعت با رشد قابل توجهی رو به رو بوده است به ها تعلق دارد. آنزیمآنزیم

به یک و نیم میلیارد دلار در سال  1995یلیارد دلار در سال طوري که ارزش تولید صنعتی از یک م

میلیاد دلار برسد  7به  2013ها، در سال بینی شده بود ارزش صنغتی آنرسید و پیش 2000

(Fernandes, 2010)هاي مورد استفاده در صنایع تولید مواد شوینده، هیدرولیز . در این میان آنزیم

اند. و تولید کاغذ بیشترین مقدار پیشرفت را به خود اختصاص داده اي و صنایع نساجیمواد نشاسته

باشد از لحاظ اقتصادي در صنعت هیدرولیز اي که دارا میآنزیم آمیلوپلولاناز نیز به دلیل فعالیت ویژه

هاي اقتصادي تولید این آنزیم اي برخوردار است. یک مثال عملی از موفقیتنشاسته از اهمیت ویژه

ه تولید شربت ذرت حاوي فروکتوز زیاد از طریق فناوري آنزیمی اشاره کرد که سبب شد تا توان بمی

 60به  1980میلیون دلار در سال  600درصد (از  90ارزش واردات شکر آمریکا از فیلیپین به میزان 

 باشد وتر از نیشکر میبرابر شیرین 7/1) کاهش یابد. این نوع شربت، 1987میلیون دلار در سال 

درصد کمتر از شکر است. البته ارزش اقتصادي آنزیم پلولاناز صرفا از طریق کاربرد  30قیمت آن نیز 

- آن در بخش صنایع نیست بلکه با انتقال آن به گیاهان و تولید گیاه تراریخته حاوي این آنزیم نیز می

اورزي در سال هاي اقتصادي چشمگیري دست یافت. بازار جهانی بیوتکنولوژي کشتوان به موفقیت

میلیارد دلار رسید. تولید گیاهان  5به بیش از  2002میلیارد دلار بود و در سال  4حدود  1997

باشد. بازار جهانی صنعت تولید بذر ترین کاربردهاي بیوتکنولوژي در کشاورزي میتراریخته از عمده

، 2025شود که در سال بینی میمیلیارد دلار بود و پیش 3حدود  2000گیاهان تراریخته در سال 

میلیون نفر در جهان از طریق غلات تغییر ژنتیک یافته تغذیه خواهند نمود.  600میلیارد و  1حدود 

هاي مفید هاي بشر در دسترسی به پروتئینتولید برنج ترانسژنیک حاوي آمیلوپلولاناز یکی از موفقیت
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. برنج بزرگترین محصول غله (Chiang et al., 2005)برنج از طریق انتقال این آنزیم به برنج بوده است 

دهد. از % از مردم جهان را تشکیل می50باشد. این محصول غذاي حدود در بین کشورهاي آسیایی می

. اگر (Murata et al., 1973)باشد هاي گندم میهاي برنج بیش از پروتئیننظر تغذیه کیفیت پروتئین

و ترئونین غنی شود، ارزش پروتئینی آن قابل مقایسه با پروتئین پروتئین برنج با دو اسیدآمینه لیزین 

. به طور معمول محتواي پروتئین قابل (Chang et al., 1981)موجود در گوشت و لبنیات خواهد بود 

% است و این میزان براي کودکان و نوجوانان که پروتئین توصیه شده 10تا  2دسترس برنج حدود 

هاي بیان کننده . انتقال ژن(Hansen et al., 1981)باشد بسیار اندك است % می25تا  20ها براي آن

هاي غنی از آمینواسیدهاي هاي برنج حاوي پروتئینآمیلوپلولاناز به اندوسپرم برنج سبب تولید دانه

هاي برند و با انتقال ژنهاي غلات در دام نشاسته به سر میهاي موجود در دانهشود. پروتئینمفید می

هاي مفید و همچنین اسیدهاي آمینه توان پروتئینهاي تجزیه کننده نشاسته مییان کننده آنزیمب

ضروري همچون لیزیین و ترئونین را در دسترس قرار داد و به این ترتیب ارزش غذایی غلات و در پس 

  .(Chiang et al., 2005)ها را افزایش داد آن ارزش اقتصادي آن

  هاي پلولانازمنابع تولید آنزیم 1-11

ها، منابع باکتریایی هاي پلولاناز نیز تاکنون از منابع مختلفی جداسازي شده است که اغلب آنآنزیم

ها استخراج شد. در میان هاي پلولاناز از آنها اولین گروه باکتریایی بودند که آنزیمبوده است. مزوفیل

ها نیز گروه دیگري اند. ترموفیلهاي مختلف باسیلوس استخراج شدههها پلولانازها بیشتر از گونمزوفیل

هاي هاي پلولاناز از تعدادي باکتريباشند. آنزیمهاي پلولاناز میهاي تولید کننده آنزیماز باکتري

 ،)Pyrococcus )Rudiger et al., 1995، Dong et al., 1997 هاياز جمله گونهترموفیل مطلق نیز 

Thermococcus )Brown & Kelly, 1993 ،Canganella et al., 1994 ،Erra-pujada et al., 1999 

Nisha & Satyanarayana, 2013b( هاي ترموفیل مطلق به دلیل مقاومت اند. باکتريجداسازي شده
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متعلق به گروه ها بالا در برابر حرارت از نظر تولید آنزیم بسیار مورد توجه هستند. این میکروارگانیسم

   ها هستند.باکترآرکی

  بیان هترولوگ پروتئین 1-12

 شده مهندسی هايارگانیسم از آن طبیعی منبع جاي به است بهتر بالا سطوح در پروتئین تولید براي

 عموما علاقه مورد پروتئین غلظت هستند. محدود هاپروتئین تولید طبیعی زیرا منابع کرد، استفاده

 استخراج پروتئین هااین بر علاوه و باشدمی غیرممکن حتی و پرهزینه بسیار آن استخراجاست.  پایین

 تولید امکان 1971 در مولکولی کلونینگ ظهور باشد. با توکسیک مواد به آلوده است ممکن شده

 .Eي باکتر در داروئی هايپروتئین از %30 حدود. شد مهیا جدید هايمیزبان خارجی در هايپروتین

coli، 20% هر .شوندمی بیان پستانداران هايسلول مثل سلول هاي یوکاریوتی در %50 و مخمر در 

توان به می E. coliهاي استفاده از باکتري . از مزیتدارند هاییمزیت و معایب هامیزبان این از کدام

، وجود E. coli هاي مهندسی شدههاي بیانی گسترده براي آن، تولید تعداد زیاد سویهوجود حامل

 .(Rosano & Ceccarelli, 2014)اشاره کرد  E. coliهاي فراوان براي کشت استراتژي

 سازي انجام بهینه طراحی آزمایش به منظور 1-13

شوند که این  منظور افزایش کیفیت و کمیت تولیدات انجام می هایی به در صنایع مختلف، آزمایش 

 ها آزمایش

 دهند. صورت سیستماتیک مورد بررسی قرار می در تولید محصولات را بهمتغیرها و فرآیندهاي دخیل 

ها، این نکته حائز اهمیت است که با انجام حداقل تعداد  هاي انجام آزمایش با توجه به محدودیت

 ١آزمایش تر به دست آوریم. طراحیها، بیشترین اطلاعات را در زمینه تولید بهتر و با کیفیت آزمایش

است که جهت شناسایی متغیرهایی  اي مهم آماري در راستاي بهبود فرآیندهاي تولیدیکی از ابزاره

منظور یافتن اثرات متقابل متغیرها و فاکتورهاي  شود. همچنین به ثیرگذار بر روي فرآیند استفاده میتا

                                                             
1. Design of experiments 



  

  |۲۳|  ��ل اول �قد� و ک�یات

 

 
 

شود، این مان و متفاوت استفاده صورت توا ی با تغییر چند متغیر بهدخیل در فرآیند باید از آزمایشات

اي نسبت به انجام آزمایشاتی با گیري اثرات متقابل فاکتورها از اهمیت ویژه ها به دلیل اندازه آزمایش

هاي غیر آماري  در مقایسه با روش  هاي طراحی آزمایش کارگیري روش یک متغیر برخوردار هستند. به

در زمان از طریق انجام آزمایش جویی  ها، کاهش تغییرات، صرفه داراي مزایایی از جمله: کاهش هزینه

 -1اند از:  شود که عبارت کمتر و بهبود بازده است. طراحی آزمایشات اغلب در چهار مرحله انجام می

  .٣یید و اعتبار سنجیتا -4  ٢سازي بهینه  -3 ١گزینش یا غربالگري -2ریزي  ریزي یا برنامه طرح

  ریزي ریزي یا برنامه  طرح  1-13-1

ریزي دقیق اولیه از مشکلات احتمالی که ممکن است در حین انجام آزمایشات اتفاق  طراحی و برنامه 

ها و تجهیزات  عنوان مثال، ممکن است پرسنل یا کارکنان، توانایی دستگاه کند. به بیافتد، جلوگیري می

د. هاي مکانیکی و اقتصادي سیستم، بر روي توانایی تکمیل فرآیند آزمایشات تاثیرگذار باشن و جنبه

ها به نوع مشکل بستگی دارد. مراحل زیر که براي شروع کار  هاي قبل از شروع آزمایش سازي آماده

نیازمند انجام هستند شامل: تعریف مشکل (بیان مسئله)، تعیین هدف، ایجاد طرح آزمایشی که 

ل بودن شرایط کنتر گیري و تحت اندازه  دهد، اطمینان از قابل اطلاعات معناداري را در اختیار قرار می

  ثر بر سیستم.و فاکتورهاي مو

  غربالگري 13-2- 1

طور بالقوه در فرآیند موثرند بسیار زیادند.  ي فرآیند و کاربردهاي صنعتی، متغیرهایی که به در توسعه

ثر بر کیفیت تولید، باعث کاهش تعداد متغیرها ي شناسایی متغیرهاي کلیدي مو سیلهو به غربالگري 

تعداد متغیرها امکان تمرکز و تلاش بیشتر بر روي متغیرهاي مهم و واقعی و یا  شود. این کاهش می

ات بهینه اولیه براي فاکتورهاي توان به معرفی تنظیم دهد. از دیگر مزایاي غربالگري می حیاتی را می

                                                             
1. Screening 
2. Optimization 
3. Validation 
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ها اشاره کرد. هدف از انجام غربالگري  موثر و نمایان شدن وجود یا عدم وجود منحنی در پاسخ

منظور غربالگري  ر بهرها شناسایی فاکتورهاي مؤثر بر پاسخ است. معمولا از سه روش زیفاکتو

  شود: ثر استفاده میفاکتورهاي مو

  رود. طور گسترده در صنایع به کار می روش بررسی فاکتورهاي دو سطحی که عموما به

شود. این روش  که روش رایجی است و معمولا در بیشتر از دو سطح طراحی می Full Factorialروش 

  یید است.عداد فاکتورهاي کم مفید و مورد تابراي انجام آزمایشات با ت

که داراي کیفیت و وضوح پایینی است اما سودمندي آن در تعدادي از آزمایشات  ١روش پلاکت برمن

هاي  اي مشاهده شده است و از مزیت طور گسترده استناد بهغربالگري و انجام آزمایشات قوي و مورد 

توان به تعداد کم آزمایشات و به دست آمدن نتایج مطلوب و قابل استناد اشاره کرد. در  این روش می

صورت خطی غربالگري  هاي دوتایی قابل تفکیک نیست و بهاین طرح آماري اثرات اصلی با تقابل

. هر یک از فاکتورها در این طرح آزمایشی (Plackett & Burman, 1946)دهد  فاکتورها را انجام می

اي درجه  براي توضیح مدل فاکتورها از یک معادله چندجمله گیرد.در دو سطح مورد بررسی قرار می

ضریب  βiضریب ثابت و  β0 فاکتور موردنظر، x عنوان پاسخ، به Yشود. در این معادله  اول استفاده می

  خطی است.

                            Y= β0 + Σβi xi  

  )1- 1(رابطه 

  بهینه سازي 13-3- 1

ي غربالگري، باید مقادیر و یا سطوح بهینه براي این  وسیله پس از تعیین فاکتورهاي اساسی و موثر به

فاکتورهاي تاثیرگذار را با انجام آزمایشات مشخص شود. سطوح بهینه براي فاکتورها به هدف انجام 

                                                             
1. Plackett-Burman 
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عنوان مثال، ممکن است هدف رسیدن به بیشترین میزان بازده فرآیند و یا  بستگی دارند. بهفرآیند 

  کاهش توان تولیدي فرآیند باشد.

، طراحی ١سازي رایج با بیشتر از دو سطح براي هر فاکتور شامل: طراحی سطح پاسخ  هاي بهینه روش

است. ٣و طراحی تاگوچی ٢مخلوط
  

هاي ریاضی  اي از تکنیک سازي است که با استفاده از مجموعه  ینههاي به از جمله روش RSMطراحی 

 سازي اجراي پرهزینهشود توسط شبیه  تنها باعث می کند و نهسازي می و آماري، مسائل را مدل 

سازي فرآیند را که اغلب غیرخطی است مدل  ها کاهش یابد بلکه روند طبیعی بهینه  تمامی آزمایش

سازي متغیر خروجی است که متاثر از چندین متغیر مستقل   کند. هدف روش سطح پاسخ، بهینه می

 ,Lazic(شد  معرفـی Boxو  Wilsonتوسـط  1951(متغیرهاي ورودي) است. ایـن روش در سـال 

2006(. 

) بیشینه شود. این بازدهی تابعی از سطوح دو yخواهید بازده یک فرآیند شیمیایی ( فرض کنید می

ي بین پاسخ و متغیرهاي غیر وابسته با استفاده از یک معادله درجه دوم  است. رابطه x2و  x1فاکتور 

  هستند. 5اثرات متقابل  β5 x1 x2و  ٤اثرات اصلی β2 x2و   β1 x1شود. در این معادله  توضیح داده می

Y= β0 + β1 x1 + β2 x2 + β3 x3
2
 + β4 x4

2 + β5 x1 x2 

   )1- 2رابطه (

بین متغیرهاي مستقل و پاسخ در قالب یک  منظور توضیح رابطه  آمده به دست  معادله درجه دوم به 

). a 8-1شود (شکل  بعدي نامیده می  سهشود که نمودار سطح پاسخ  بعدي نشان داده می نمودار سه 

). b 8-1شود (شکل ر سطح پاسخ ارائه میبراي به تصویر کشیدن بهتر شکل سطح پاسخ، معمولا کانتو

                                                             
1. Response Surface Methode (RSM) 
2. Mixture design 
3. Taguchi design 
4. Main Effects 
5. Interaction Effect 
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شود و هر کـانتور مربـوط به  نمایش داده می x2و  x1در رسم کانتوري، خطوط پاسخ ثابت در صفحه 

  ارتفاع مشخصی از سطح پاسخ است.

وجود  ٢و باکس بنکن ١دست آوردن مدل سطح پاسخ دو روش طرح مرکب مرکزي براي طراحی و به

سطح را براي هر  5پرکاربردترین روش سطح پاسخ بوده، تعداد  که Central Compositeدارد. طرح 

 کهشود،هـاي مرتبـه دو بکار گرفته میطرح مرکب مرکزي بـراي بـرازش مـدلکند.  فاکتور اعمال می

  اجزاي محوري و تعدادي اجزاي مرکزي است.  2Kاجزاي فاکتوري (مکعبی)،  2Kشامل 

هاي مرتبـه دو  کند، بـراي بـرازش مدلسطح را براي هر فاکتور اعمال می 3باکس بنکن تعداد  طرح

  . )Douglas, 2001(ها کمتر از طرح مرکب مرکزي است شود و تعداد آزمایش بکار گرفته می

  ها، شبکه هایی که براي طراحی و تجزیه و تحلیل مرکز ثقل داده توصیفی از روش Mixtureطراحی 

داده و طراحی رئوس حاد است. طراحی مخلوط، یک طبقه خاص از طراحی سطح پاسخ به شمار 

اند را  شان قرار گرفته صورت متناسب و قرینه نسبت به دامنه رود، جایی از آنکه اجزاء و فاکتورها به می

 گیرد، در واقع این مناطق از اهمیت بیشتري برخوردارند. در برمی

هایی قوي با  رود که داراي طرح ي متعامد به شمار می هایی با آرایه توصیفی براي طرح Taguchiطرح 

ها براي ایجاد محصولاتی قوي و کارآمد با  باشند. این طرح درونی می -هاي بیرونی هاي آرایه طراحی

توان از  گیرند. در این طراحی می شان مورد استفاده قرار می محیطی توجه به عوامل و شرایط

  یی با سطوح کیفی نیز استفاده کرد.فاکتورها

  هدف از پژوهش 14- 1

هاي کاربردي جدید که به طور ها و حوزهها در تولیدات صنعتی گوناگون و فراینددر حال حاضر آنزیم

شوند. به لطف پیشرفت در بیوتکنولوژي مدرن، استفاده می ،دائم در حال اضافه شدن هم هستند

                                                             
1. Central Composite Design 
2. Box- Behnken 
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ي قبل هیچ کس انتظار نداشت. توانند ایجاد شوند که تا چند دههمی کارآمديهاي امروزه آنزیم

ي چشمگیر منابع مانند انرژي و آب به کارآمد منجر به ذخیره هايکاتالیزور ها به عنوانمعرفی آنزیم

  نفع صنعت، در تحقیق و محیط 

  

  

  

شود  می داده نشان بعدي  سه نمودار یک قالب در پاسخ و مستقل متغیرهاي بین رابطه توضیح منظور  بعدي، به ) نمودار سطح پاسخ سهa: 8- 1لشک

b (خطوط کانتوري، رسم شود. در می ارائه پاسخ سطح کانتور معمولا پاسخ، سطح شکل بهتر کشیدن تصویر به براي، رسم کانتوري سطح پاسخ 

  .است پاسخ سطح از مشخصی ارتفاع به مربـوط کـانتور هر و شود می داده نمایش x2 و x1 صفحه در ثابت پاسخ
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در یک جهان با افزایش جمعیت سریع و نزدیک شدن به اتمام بسیاري از منابع،  شود.زیست می

هایی که در به منظور برخورد با چالش ،پتانسیل بسیار عالی براي بسیاري ازصنایع ،تکنولوژي آنزیم

ساکارید اصلی که نشاسته پلیبا توجه به این کند.ي آتی با آن مواجه خواهیم شد ارائه میهاسال

ذخیره گیاهان است و داراي کاربردهاي وسیع در کشاورزي و صنایع گوناگون از جمله صنایع غذایی، 

هاي موثر فرآیند تولید و آنزیم باشد، مطالعهبهداشتی، صنایع تولید کاغذ و نساجی میودارویی، آرایشی

- بر هیدرولیز آن جهت تعیین نقاط بحرانی و رفع معضلات موجود در صنعت حائز اهمیت است. آنزیم

اي برخوردار هستند. آمیلوپلولاناز با داشتن دو فعالیت هاي هیدرولیز کننده نشاسته از اهمیت ویژه

تا  1980ار مورد توجه قرار گرفته است. از سال آمیلازي و پلولانازي در صنعت هیدرولیز نشاسته بسی

هاي پلولاناز و افزایش سطح تولید آن انجام گرفته است، به امروز مطالعات زیادي بر روي آنزیم

سازي  استخراج و همسانه باکتريهاي مختلف باکتري و آرکیهمچنین ژن آنزیم آمیلوپلولاناز از گونه

سازي ژن این آنزیم به منظور استفاده اقتصادي آمیلوپلولاناز، همسانهشده است. با توجه با ارزش بالاي 

هاي صنعتی مقاوم رسد. از طرف دیگر نیاز به آنزیمهاي مختلف تحقیقاتی ضروري به نظر میدر حوزه

استفاده شود  Cohnella sp. A01به حرارت، موجب شد از آنزیم آمیلوپلولاناز باکتري گرما دوست 

Cohnella sp. A01،  می هوازي اختیارياي شکل، داراي اندوسپور و بیمثبت، میله گرم باکتريیک -

خانواده: ، Bacillales راسته:، Bacilli دسته:، Firmicutesشاخه: ، Bacteria باشد که از از سلسله:

Paenibacillaceae ،:جنس Cohnella ، :گونهA01 در تحقیق حاضر، با فرض اینکه باکتري  .باشدمی

ممکن است داراي آمیلوپلولاناز مقاوم به حرارتی باشد که انتخاب  Cohnella sp. A01گرمادوست 

سازي و بیان ژن آمیلوپلولاناز مناسبی جهت استفاده در فرآیندهاي صنعتی باشد، هدف همسانه

، تخلیص این آنزیم نوترکیب و تعیین در یک حامل بیانی پروکاریوتی Cohnella sp. A01باکتري 

سازي، بیان، باشد. در فصل بعدي مراحل همسانهخصوصیات آن به منظور کاربرد در صنعت می
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  شده است. 
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اند، گونه دوم بیشترین تولید غیرهوازي تولید شدههاي هوازي هم آمیلوپلولانازها هم به وسیله باکتري

هاي هاي هوازي، گونه. در میان باکتري(Coleman et al., 1987)است را به خود اختصاص داده

اند، که اغلب گرمادوست شناخته شده Geobacillusو  Bacillusشاخص براي تولید آمیلوپلولانازها 

 Takasaki, 1987، Shen et al., 1990 ،Sang-pil et al., 1994، Ara et al., 1995، Lin et( هستند

al., 1996، Brunswick et al., 1999،  Vishnu et al., 2006، Roy et al., 2003، Noorwez et al., 

آمیلوپلولاناز گزارش شدند. در میان  . به عنوان منابع تولیدکننده)Zareian et al., 2010 و 2006

 ,Clostridium )Hyun & Zeikus 1985; Melasniemiهاي گونه گرمادوست،هوازي هاي بیباکتري

1987 ،Saha et al., 1990 ،Spreinat & Antranikian, 1990( ،هاي گونهThermoanaerobium 

)Coleman et al., 1987 ،Plant et al., 1987، Koch et al., 1987 ،Ganghofner et al., 1998 ،

Mathupala & Zeikus, 1993(، Thermotoga maritime (Bibel et al., 1998)  وThermococcus 

profundus (Kwak et al., 1998) هاي آمیلوپلولاناز شناسایی شدند. به عنوان تولیدکننده

 Pyrococcus )Rudiger et al., 1995، Dong et باکترهاياز آرکی GH57آمیلوپلولانازهاي خانواده 

al., 1997(، Thermococcus )Brown & Kelly, 1993 ،Canganella et al., 1994 ،Erra-pujada et 

al., 1999 Nisha & Satyanarayana, 2013b (اند. تولید شده  

هاي طبیعی کافی نیست، به همین دلیل هاي هیدرولیز کننده نشاسته در میزبانسطح تولید آنزیم

- اند، دروازههاي همولوگ و هترولوگ که مهندسی شدهمیزبانهاي مسئول در سازي و بیان ژنهمسانه

  . (Canganella et al., 1994)اند ها بازکردهاي را به روي بهبود عملکرد پروتئین

ها بررسی شده هاي بیانی آنهاي کدکننده آمیلوپلولانازها کلون و جنبهتا به حال تعداد زیادي از ژن

  است. 
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هوازي ر کولمن و همکاران ژن آمیلوپلولاناز را از یک باکتري بیبراي اولین با 1987در سال 

  . (Coleman et al., 1987)کلون کردند  Bacillus subtilisو  E. coli، درون T. brockiiگرمادوست، 

 .Cهوازي گرمادوست از جمله، هاي بیآمیلوپلولانازها همچنین از دیگر باکتري

thermohydrosulfuricum (Melasniemi, 1987) ،T. saccharolyticum (Ramesh et al., 1994)، 

T. ethanolicus (Mathupala et al,. 1993 ; Lin & Leu, 2002)  درون باکتريE. coli  کلون و بیان

  شدند.

 .Bacillus sp. KSM1378 (Sang-pil et al., 1994) ،Bهاي باکتري هاي هوازي، ژندر بین باکتري

sp. strain XAL601 ،B. stearothermophilus TS-23  و NP33 G. thermoleovorans (Nisha & 

Satyanarayana, 2013b)  درE. coli ها بررسی شده است.کلون و بیان آن  

 &Nisha)بیان شد  B. subtilisهمچنین در باکتري  B. sp. KSM-1378ژن آمیلوپلولاناز 

Satyanarayana, 2013b).  

 L. plantarum NCL21در  Lactobacillus plantarum L137ژن آمیلوپلولاناز باکتري اسیدلاکتیک 

 .(Kim et al., 2008)کلون و بیان شد 

هاي طبیعی افزایش پیدا کرده هاي نوترکیب در مقایسه با گونهسطح تولید آمیلوپلولانازها در سویه

درون میزبان  L. plantarum L137برابر تولید آنزیم آمیلوپلولاناز  4طوریکه بیش از است؛ به

. در (Kim et al., 2008)نسبت به میزبان طبیعی بیشتر شده است  L. plantarum NCL21نوترکیب

B. subtilis  نوترکیب، حامل ژن آمیلوپلولانازT. brockii ان برابر نسبت به میزب 4/3 -3/4، تولید آنزیم

  .(Coleman et al., 1987)طبیعی گزارش شد 
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زیاد است. پروتئین معمولا در بین  GH57 و GH13طول توالی ژن آمیلوپلولانازهاي خانواده 

کیلودالتون  80 – 250هیدرولازها وزن بالایی دارد. گستره وزن مولکولی آمیلوپلولانازها گلیکوزیل

 .(Nisha & Satyanarayana, 2013b)است  گزارش شده

 .Bacillus spو  L. plantarum L137 (Kim et al., 2008)دماي بهینه فعالیت آمیلوپلولانازهاي 

KSM-1378 (Nisha & Satyanarayana, 2013b) ،50 – 40 گراد، در حالیکه دماي درجه سانتی

 B. sp. strainو  T. saccharolyticum B6A-RI (Ramesh et al., 1994)بهینه آمیلوپلولانازهاي 

XAL601 (Sang-Pil et al., 1994)  گراد گزارش شده است. دماي بهینه درجه سانتی 70تا  65بین

براي فعالیت  ،+Ca2مولار میلی 5در حضور  C. thermohydrosulfuricum DSM 3783آمیلوپلولاناز 

. (Lin & Leu, 2002)گراد گزارش شده است درجه سانی 80و  85آمیلازي و پلولانازي به ترتیب 

  باشد. گراد میدرجه سانتی 40 – 110گستره دمایی براي فعالیت آمیلوپلولانازها حدودا 

 ,Nisha & Satyanarayana)باشد براي فعالیت آمیلوپلولانازها از اسیدي تا بازي می pHگستره 

2013b).  

براي فعالیت از خود نشان  هاي فلزيهاي مختلف رفتار متفاوتی در برابر یونآمیلوپلولانازهاي باکتري

هاي فلزي مهار هاي فلزي احتیاج دارند، بعضی به وسیله یوندهند.بعضی آمیلوپلولانازها به یونمی

 T. ethanگیرند. فعالیت آلفاآمیلازي و پلولانازي آنزیم ها قرار میشوند و بعضی نیز تحت تاثیر یونمی

licus 39E  در حضورCa2+ ،Mn2+ ،Ba2+  تحریک اما در حضورHg2+ ،Ni2+ ،Zn2+  وFe2+ مهار می -

 L. plantarumفعالیت آمیلازي و پلولانازي آمیلوپلولاناز  +Cu2و  +Hg2. (Lin & Leu, 2002)شود 

L137  را مهار، در حالیکهCo2+ کند فعالیت را تحریک می(Kim et al., 2008) .Zn2+  فعالیت

 +Cu2و  +Hg2را تحریک، درحالیکه فعالیت آن در حضور  G. thermoleovorans NP33آمیلوپلولاناز 
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رود اما ، از بین می+Mg2و  +Fe2رود، در حدود نیمی از فعالیت آنزیم در حضور به طور کامل از بین می

  . (Nisha & Satyanarayana, 2013b)تاثیري بر فعالیت آنزیم ندارند  +Ca2و  +Co2+ ،Mn2هاي یون

ندارند. در  CAZyها در ، طبقه بندي مشخصی در  سیستم زیرخانوادهGH13آمیلوپلولانازهاي خانواده 

 Iپلولاناز GH13خانواده  14و  12هاي ، هم در زیرگروهIIزیرگروه- IIبعضی موارد، یک پلولاناز تیپ 

)GH13_12-14 .و هم در یک زیر گروه از آلفاآمیلازها قرار گرفته است (  

باشند. می Streptococcus suis هاي از گونه GH13_12+41در  IIزیرگروه- IIپلولانازهاي تیپاکثر 

 -IIگزارش شده است: یک پلولاناز تیپ GH13_12-14از  IIپلولاناز تیپ 4ویژگی آنزیمی فقط براي 

 Lactobacillus plantarum )GH13_14 ،BAF93906( (Kim et al., 2009; Kim etاز   Iزیرگروه

al., 2008)و سه پلولاناز تیپ ،II -زیرگروهII  ازS. suis )GH13_12 ،CAR47543( فقط دومین ،

، GH13_32و  GH13_14( Bifidobacterium breveآمیلازي تعیین خصوصیت شده است)، 

AAY89038 و (B. sp. KSM-1378 )GH13_12  وGH13_41 ((Moller et al., 2016) .  

 Hermetia illucensشکن آلفاگلوکان از یک باکتري غیر قابل کشت از روده اخیرا، یک آنزیم شاخه

 GenBankاي . بخشی از توالی آن در پایگاه داده(Lee et al., 2016)تعیین خصوصیت شده است 

)AGL50935اي ) قرار داده شده، و بر اساس خصوصیات آنزیمی تعیین شده و اطلاعات پایگاه داده

  ;Lee et al., 2016)قرار گرفته است IIپلولاناز تیپ II) جز زیرگروهCDD( 1هاي حفاظت شدهدومین

Marchler-Bauer et al., 2015)) دومین آمیلازي این آنزیم در زیر خانواده آلفاآمیلاز .GH13_28 (

 ,.Lombard et al)اي قرار نگرفته است طبقه بندي شده؛ اما دومین پلولانازي در هیچ زیرخانوده

2014).  

                                                             
1. Conserved domains database  
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با میزبان  IIیک زیرخانواده کوچکی (به لحاظ توالی آنزیمی) از پلولانازهاي تیپ GH13_39زیرخانواده 

، داراي یک ناحیه CDDها بر اساس اطلاعات آنزیم باشد. اینمی باکتریایی، به ویژه نوع گرمادوست

 ,.Marchler-Bauer et al)هستند  α-)1→6و ( α-)1→4کاتالیتیکی براي هیدرولیز هر دو نوع پیوند (

هاي اضافه بر دومین کاتالیتیکی، فرم ، با توجه به تعداد و نوع دومینGH13_39هاي . آنزیم(2015

، به زیرخانواده GH77و  GH13دومین کاتالیتیک  2پروتئینی داراي هر  توالی 6واحدي ندارند. اخیرا، 

GH13_39  اضافه شده است(Lombard et al., 2014) این تیپ جدید پروتئین هنوز تعیین .

در دسترس نیست؛ اما  IIپلولانازهاي GH13_39خصوصیت نشده است. هیچ ساختاري از زیرخانواده 

، Alicyclobacillus ،Bacillus ،Geobacillusهاي از گونه GH13_39هاي آنزیم

Thermoanaerobacter  وThermoanaerobacterium اند تعیین خصوصیت شده(Moller et al., 

اي تعریف نشده است. برخی از این هاي این زیرخانواده سوبستراي ویژه. براي برخی از آنزیم(2016

تر اشاره شده است، با اینکه ها به عنوان یک آمیلاز با فعالیت مولکولی بالا در مطالب قدیمیآنزیم

 Alicyclobacillusولاناز باکتري کنند، پلها هم نشاسته و هم پلولان را هیدرولیز میي آنهمه

)ADZ99363 در زیرخانواده (GH13_39  به عنوان یک آلفاآمیلاز توصیف شده است(Bai et al., 

یکی از بهترین اعضاي  G. thermoleovoransاز باکتري  IIزیرگروه- II، آنزیم پلولاناز تیپ(2012

GH13_39 مالتوتتراز را از نشاسته، گلیکوژن، آمیلوز و باشد. این آنزیم مالتوز، مالتوتریو و می

کند. مالتوز و مالتوتریوز محصول آمیلوپکتین، در حالیکه با هیدرولیز پلولان فقط مالتوتریوز آزاد می

 Iزیرگروه-II. پلولاناز تیپ(Nisha & Satyanarayana, 2013a)باشند نهایی از هیدولیز مالتوپنتوز می

، مالتوز، مالتوتریوز T. pseudoethanolicusو   B. sp. XAL601 ،T. saccharolyticumهاي از باکتري

 ,.Lee, 1994; Ramesh et al)کنند و مالتوتتراز را از نشاسته و از هیدولیز پلولان، مالتوتریوز آزاد می

1994; Mathupala et al., 1990)کند که آنزیم با منشا . آنالیز موتاسیونی تایید میT. 
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pseudoethanolicus1→4هاي (، داراي یک ناحیه کاتالیتیکی ویژه هیدرولیز پیوند(-α ) 1→6و(-α 

  باشد.می

این  II، در حالیکه زیرگروهα-)1→6، قادر به هیدولیز پیوند (Iزیرگروه- IIبه طور کلی، پلولانازهاي تیپ

-IIپلولاناز تیپ باشند.در پلولان می α-)1→6و ( α-)1→4ها قادر به هیدولیز هر دو پیوند (آنزیم

) یک استثنا بوده، چون محصولات Anoxybacillus sp. SK3-4 )GenBank EPZ37192از  Iزیرگروه

) و در پایگاه Kahar et al., 2013(حاصل از تجزیه پلولان مخلوطی از گلوکز، مالتوز و مالتوتریوز بوده 

در  α- )1→4را به ( α-)1→6قرار نگرفته است. این آنزیم براي هیدورلیز، پیوند ( CAZyاي داده

  (Kahar et al., 2013)دهد پلولان، بیشتر ترجیح می

  GH57آمیلوپلولانازهاي خانواده 

اند، از باکترهاي بسیار گرمادوست تعیین خصوصیت شدهاز چندین آرکی Iزیرگروه- IIپلولانازهاي تیپ

 Caldivirga (Li & Li, 2015) ،Pyrobaculum (Moller et al., 2016) ،Pyrococcusجمله، 

(Dong et al., 1997) ،S. acidocaldarius (Hwa & Jaeho, 2015) ،Staphylothermus (Li & 

Park, 2013)  وThermococcus (Guan et al., 2013; Jiao et al., 2011; Erra-pujada et al., 

تعیین نشده است؛ اما  GH57خانواده  Iزیرگروه- IIهیچ کدام از اعضاي پلولاناز تیپ. ساختار (1999

 α-)1→6و (	α-)1→4شود که یک ناحیه کاتالیتیکی براي فعالیت بر روي هر دو پیوند (پیشنهاد می

 Moller)ها شناخته نشده است مرتبط با دومین کاتالیتیکی آن 1دارند، و هیچ واحد متصل به کربنی

et al., 2016)با این حال، با بررسی خصوصیات پلولانازهاي تیپ .II -زیرگروهI  درCDD  حضور چندین

. شایان ذکر است که پشنهاد (Marchler-Bauer et al., 2015)دومین اضافی را شناسایی کرده است 

 ،است CBM9داراي دو دومین شبه  Thermococcus siculiاز باکتري  Iزیرگروه- IIشده پلولاناز تیپ

                                                             
عنوان یک توالی اسیدآمینه در درون یک آنزیم با فعالیت کربوهیدراتی، با یک فولد جداگانه داراي فعالیت وابسته به به  .1

  .)CBSبا نام اختصاري  Carbohydrate binding modules( شودکربوهیدرات تعریف می
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مشخصات  .(Jiao et al., 2011)شوند ترمینال زایلانازها پیدا می-Cها در ناحیه که معمولا این دومین

هاي مختلف شناسایی، جداسازي و تعیین هاي آمیلوپلولاناز که تا کنون از باکتريبرخی از آنزیم

  آورده شده است. 1-2اند در جدول خصوصیت شده

  هاي مختلف جداسازي و تعیین خصوصیت شده است.آمیلوپلولانازها که از باکتري: مشخصات برخی از 1- 2جدول 

  منبع

وزن 

پروتئین 

)kDa(  

 pH  کنندهفعال  بازدارنده
دما اپتیمم 

)�(  
  نام میکروارگانیسم

(Nisha & 
Satyanarayana, 
2015) 

155  Hg2+, EDTA  
Triton X-100 
Tween80 7  60  Geobacillus 

thermoleovorans  

(Li & Li, 2015) 7/62  -  -  5  100  Caldivirga 
maquilingensis 

(Choi & Cha, 
2015) 100  SDS  Co2+, Mg2+ 3  95-105  Sulfolobus acidocaldarius 

DSM639  

(Pang lin & Lin 
leu, 2002) 109  EDTA  Ca2+ 6  

  90آلفاآمیلاز:

  80پلولاناز:
Thermoanaerobacter 
ethanolicus 39E  

(Li et al., 2013) 3/75  Zn2+, Cu2+ -  5  105  Staphylothermus marinus  

(Nisha & 
Satyanarayana, 
2013a) 

182  Hg2+,Cu2+ Triton X-100 
Tween80  

7  60  Geobacillus 
thermoleovorans (gt-apu)  

(Nisha & 
Satyanarayana, 
2013a) 

150  Hg2+,Cu2+  
Triton X-100 
Tween80  

7  60  
Geobacillus 
thermoleovorans (gt-
apuT)  

(Asoodeh & 
Lagzian, 2012) 5/65  Mn2+, Cu2+, 

Co2+, Al3+ Hg2+, Zn2+ 5/9  70  Bacillus subtilis DR8806 

(Jiao et al., 
2011) 6/148  - Ca2+ :5آلفاآمیلاز  

  6پلولاناز:
95  Thermococcus siculi 

(TsiApu) 

(Jiao et al., 
2011) 95  - Ca2+ 

  5آلفاآمیلاز:

  6پلولاناز:
100  Thermococcus siculi 

(TsiApuN) 

(Jiao et al., 
2011) 131  - Ca2+ 

  5آلفاآمیلاز:

  6پلولاناز:
100  Thermococcus siculi 

(MTsiApuN) 
(Nisha & 
Satyanarayana, 
2014) 

105  Hg2+,Cu2+ - 7  80  Geobacillus 
thermoleovorans 

(Zareian et al., 
2010) 93  EDTA, 

Phytic acid Ca2+ 7  65  Iranian Bacillus sp. 

(Mrudula, 2010) 97  Ni2+, Pb2+, 
Ce2+, Co2+ Ca2+, Mg2+ 5  70  

Clostridium 
thermosulfurogenes 
svm17 

(Guan et al., 
2013) 125  Zn2+, Cu2+, 

Fe2+, EDTA -  5/5 -5  105 -110  Thermococcus 
kodakarensis KOD1 
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(Hatada, 1996) 210  - -  9  40  
Bacillus sp. KSM-1378 

(Kim et al., 
2008) 216  - -  4  40  Lactobacillus plantarum 

L137 

(Saha et al., 
1990) 136  -  Zn2+, Fe2+ 5  75  Thermoanerobacter B6A 

 

 ��ل �وم

 ��واد و روش 
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 مواد  1-3

)، استون، استیک اسید، اکریل EDTAاتانول، اتیدیوم بروماید، اتیلن دي آمین تترا استیک اسید (

ایزوپروپانول، ایمیدازول، آگارز، آمونیوم پر سولفات، بتامرکاپتواتانول، بروموفنول بلو، آمید، ایزوبوتانول، 

، تریس بازي، تریس -100Xپتاسیم فسفات، تریتون  بیس آکریل آمید، پتاسیم دي هیدروژن فسفات،

)، سدیم استات، سدیم آزید، سدیم دو دسیل DDT، دي تیوتریتول (80، تویین20هیدروکلرید، تویین

)، III)، کلرید آهن (II)، سدیم هیدروکسید، سولفات روي، سولفات مس، کلرید آهن (SDSولفات (س

کلرید باریم، کلرید پتاسیم، کلرید سدیم، کلرید کبالت، کلرید کلسیم، کلرید لیتیم، کلرید منگنز، 

 ، گلوکز، گلیسرول، گلایسین، گوانیدین-250Gکلرید منیزیم، کلریدریک اسید، کوماسی بلو 

)، Merck )Darmstadt, Germanyهیدروکلراید، متانول، نیترات نقره و یدو استامید، ساخت شرکت 

)، Master mixپلیمراز (pfuلیگاز، آنزیم T4)، آنزیم IPTGتیوگلاکتوپیرانوزید (-1ایزوپروپیل بتا دي

) و DNA )Kb1، نشانگر اندازه مولکول Not I، آنزیم Nde I، آنزیم RNase A، آنزیم  Kآنزیم پروتئیناز

 Fermentase، ساخت شرکت bp5360با اندازه  (+)pET-26bنشانگر وزن مولکولی پرتئین و حامل 

)Burlington, Canada( ، آنزیمTaq) پلیمرازMaser mix ،(آمریکا) دي نیترو  3-5) شرکت ویراژن

)، آلبومین سرم گاوي PMSFرید ()، پلولان، فنیل متیل سولفونیل فلئوDNSسالسیلیک اسید (

)BSA،( بیوتیک کانامایسین مالتوز و نشاسته، آنتیSigma  غلظت)mg/ml 30 ساخت شرکت (

Sigma )Steinheim, USA کیت استخراج ،(DNA  ساخت شرکتPeqlab )Wilmington, USA ،(

 GenAll )Seoul, Southو کیت استخراج پلاسمید ساخت شرکت  PCRکیت تخلیص محصول 

koreaهاي )، باکتريEscherichia coli DH5α و باکتري Escherichia coli BL21 ساخت شرکت 

Invitrogenهاي ، محیط کشتLB1 2(تریپتون ١مایع) %w/v( ،NaCl %1 )w/v(5/0 3، عصاره مخمر %

                                                             
1. Luria-Bertani (LB) broth  
2. Triptone 
3. Yeast extract  
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)w/v ،(آب مقطر ،(LBتریپتون  ١جامد)1) %w/v( ،NaCl %1 )w/v( 5/0، عصاره مخمر) %w/v آگار ،(

5/1) %w/v( ، و (آب مقطرNBپودر  ٢)NB %2 )w/vتهیه گردید. ) و آب مقطر ،( 

pH  72متر مدل pH METR  و اسپکتروفتومتر مدلDU530  ساخت شرکتBeckman )Gersey, 

USA( ساخت شرکت  3033، انکوباتور شیکردار مدلGFL )Gujarat, India( تانک الکتروفورز افقی ،

ساخت شرکت پایا پژوهش پارس  VSS1100و تانک الکتروفورز عمودي مدل  SEU7305مدل 

 Mettlerساخت شرکت  AG285و ترازوي حساس مدل  PG603-S(تهران، ایران)، ترازو مدل 

Toledo )Ohio, USA تیوب هیتر مدل ،(FDB02DD مدل  ٣و مولد چرخه حرارتیFFFG05TUD 

دار، میکروفیوژ و میکروفیوژ یفیوژ یخچال، سانتر)TECHNE )Burlington, USAساخت شرکت 

 UP200S)، سونیکاتور مدل KENDRO )Asheville, USAساخت شرکت  D37520یخچال دار مدل 

 Thermoساخت شرکت  2000)، نانودراپ مدل Hielscher )Ringwood, USAساخت شرکت 

scientific )Massachusetts, USA ،(اسپین مدل -ورتکسMICRO-SPIN  ساخت شرکت

KIAGEN )Hilden, Germanyهمزن مغناطیسی ،(مدل  ٤T8.10  ساخت شرکتIKA )Breisgau, 

Germany( هود شیمیایی و هود میکروبی مدل ،STS-AII102 ساخت شرکت سرو تجهیز سکو 

  تهیه گردید. (تهران، ایران)

  هاي بیوانفورماتیکبررسی 3-2

باشد. توالی مورد نظر ابتدا باز می 2166) داراي Amy1136( 1136توالی ژنی مورد مطالعه آمیلوپلولاناز

) ترجمه و با نرم Translate tool )http://web.expasy.org/translateبا استفاده از نرم افزار آنلاین 

 ، خصوصیات آنزیم مورد بررسی گردید. برايhttp://web.expasy.org/protparamافزار آنلاین 

 ناپایداري، شاخص ،)pI( ایزوالکتریک نقطه مولکولی، وزن جمله از اییبیوشیمی خصوصیات محاسبه

                                                             
1. Luria-Bertani (LB) Agar 

2. Nutrient Broth 
3. Thermocycler 
4. Stirrer 
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همچنین آنزیم . شد استفاده Protparam افزار نرم از نظر مورد پروتئین خالص بار و آلیفاتیک ضریب

اي  هاي گرمادوست از پایگاه دادههاي آمیلوپلولاناز در دیگر میکروارگانیسم

Hydrolases.html-http://www.cazy.org/Glycoside  گرفته شد و در ادامه به منظور بررسی روابط

مقایسه و  Mega6تکاملی توالی آمینواسیدي آنزیم مورد نظر با آنزیم هاي مشابه با استفاده از نرم افزار 

  درختچه فیلوژنتیک مربوط به آمینواسیدهاي آنزیم مورد نظر رسم گردید.  

  هاوشر 3-3

  ژنومی DNAاستخراج  و  Cohnella sp.A01کشت باکتري  3-3- 1

 Cohnella) از استوك باکتري گرما دوست µl 10ژنومی، ابتدا مقداري ( DNAیابی به به منظور دست

sp.A01  در محیط ،NB  109 قرار گرفت. 50 �شبانه روز در دماي  3کشت داده شد، و به مدت 

و مطابق  Peqlabبا استفاده از کیت  DNAباکتري سانتریفیوژ و محلول رویی دور ریخته شد. استخراج 

   % بررسی شد.1روي ژل آگارز  یاستخراج DNAکیفیت کل شرکت سازنده انجام گرفت. با پروت

   1اي پلیمرازبا استفاده از واکنش زنجیره Amy1136تکثیر ژن  3- 2-3

 µl 20پلیمراز صورت گرفت. مخلوط واکنش به حجم pfuبا استفاده از آنزیم  Amy1136تکثیر ژن 

-'F )5هر یک از پرایمرهاي  از µl1 شامل 

CTTCATATGATGTCTTTGAAAAAGAAAGTACGGCGGG-3'(  وR )5'-

CTTGCGGCCGCCGCCTTAGCATTGAGTGCGCG-3' طراحی شده ژن (Amy1136  با)

 pfu ،MgSO4 ،dNTPs ،PCR Buffer (،µl 7(شامل آنزیم  µl10 Master mix )، pmol 10غلظت 

با  PCRدر یخ تهیه شد. واکنش  ng/μl 40کوهنلا با غلظت  µl 1 DNA) و dd H2Oآب دیونیزه (

�	دقیقه دماي 1سیکل به صورت  35جهت واسرشت سازي اولیه)، ( 94 �دقیقه در دماي  10برنامه 

الگو (با توجه  DNAبراي اتصال پرایمرها به  57 �دقیقه دماي  DNA ،1براي واسرشت سازي  94

                                                             
1. Polymerase chain reaction  
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 �72	دقیقه دماي  5پلیمراز و تکثیر، pfuبراي عمل آنزیم  72 �دقیقه دماي  2پرایمرها)،  Tmبه 

داري در دستگاه ترموسایکلر انجام گرفت. براي نگه 4 �دقیقه دماي  5براي تکثیر نهایی و در آخر 

) برده شد و پس از رنگ آمیزي  با اتیدیوم بروماید 1بر روي ژل آگارز (% PCRپس از آن محصول 

  . بررسی گردید UVمجاورت نور  Amy1136تکثیر ژن 

و رنگ آمیزي با متیلن بلو باند تکثیري پس از تایید از روي ژل بریده  PCRپس از الکتروفورز محصول 

العمل شرکت تهیه شده سازنده ریکاوري از ژل با توجه به دستور DNAو با استفاده از کیت تخلیص 

  وفورز گردید و غلظت آن توسط دستگاه نانودراپ تعیین شد. رالکت 1% شد. براي بررسی روي ژل آگارز

   (+)pET-26bاستخراج حامل بیانی  3-3- 3

-pET روکتو از پژوهش این در pET وکتورهاي از نوترکیب ژن بیان همچنین و سازي همسانه براي

26b(+) هاي سیگنال پپتید به باشد. افزودن توالیجفت باز می 5360وکتور  این اندازه. گردید استفاده

هاي این نوع از پروتئین از ویژگی کربوکسیلیهاي هیستیدینی به انتهاي و توالی آمینیانتهاي 

تک  DNAبراي تولید  f1است. منشاي  T7باشد. این وکتور حاوي پروموتور می pETوکتورهاي 

بیان با کمک آلودگی با فاژ کمکی تعبیه شده شده است و  -سازي اي حاصل از ناحیه همسانهشتهر

پذیر خوهد بود. این ناقل همچنین داراي امکان T7تعیین توالی تک رشته با استفاده از پرایمر خاتمه 

  باشد. هاي برشی متعدد نیز میژن مقاومت به آنتی بیوتیک کانامایسین است و داراي جایگاه

-pET، ابتدا این حامل را از باکتري حاوي (+)pET-26bدر حامل  Amy1136براي کلونینگ ژن 

26b(+)  که قبلا درون آن ترنسفورم شده بود، با استفاده از کیتHigh Pure Plasmid Isolation  با

  ) الکتروفورز گردید.1توجه به دستورالعمل شرکت سازنده استخراج  و براي بررسی روي ژل آگارز (%

  و ناقل  PCRهضم محصول  3- 4-3

 µl 20 )µl 12که مخلوط واکنش به ترتیب  Not Iو  Nde Iهاي و وکتور با آنزیم PCRهضم محصول 

 µl10آب دیونیزه) و  Orange ،µl 4بافر  Not I ،µl 1آنزیم  Nde I ،µl 1آنزیم  PCR ،µl 1محصول 
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)µl5  وکتورpET-26b(+) ،µl 2/0  آنزیمNde I ،µl 2/0  آنزیمNot I ،µl 1  بافرOrange ،µl 6/3  آب

و  PCRساعت انجام گرفت. سپس هضم محصول  16و  3به ترتیب به مدت  37 �دیونیزه) در دماي 

تخلیص گردیدند و همچنین غلظت  High Pure PCR Product Purificationوکتور توسط کیت 

DNA .تخلیص محصول  توسط دستگاه نانودراپ تعیین شدPCR  برش خورده با استفاده از کیت

و با دستورالعمل شرکت سازنده انجام گرفت. همچنین محصول برش حامل  PCRتخلیص محصول 

pET-26b(+) %) و رنگ آمیزي متیلن بلو، قطعه هدف از ژل بریده 1پس از الکتروفورز در ژل آگارز (

  .گردیداز ژل و با توجه به دستورالعمل شرکت سازنده ریکاوري  DNAشد و با کیت تخلیص 

  درحامل بیانی PCRالحاق محصول  3-3- 5

وکتور  µl 20 )µl 2ه حجم مخلوط واکنش ب 3 به 1با توجه به غلظت وکتور و ژن و با رعایت نسبت 

pET-26b(+) ،µl 6 ژن Amy1136 ،µl 1  آنزیمT4 DNA Ligase ،µl 2  بافر لیگاز وµl 9  آب

  ساعت انجام گرفت.  1به مدت  22 �ساعت و دماي  16به مدت  16 �دیونیزه) در دماي 

   E. coli BL21و  E. coli DH5αباکتري  هاي مستعدتهیه سلول 3-3- 6

 16به مدت  rpm 180و شیک  37 �از محیط باکتري در دماي  ml 5راي تهیه سلول مستعد، ابتدا ب

جدید تلقیح کرده و  LBمحیط  ml 100از کشت را به  ml 1ساعت  16ساعت کشت داده شد. بعد از 

 mlقسمت کرده و هر  2، محیط را  = 4/0OD600قرار داده شد. در  rpm 180و شیک  37 �دماي 

دقیقه با دور  10سپس  دقیقه درون یخ انکوبه شدند. 10را درون یک فالکون ریخته و به مدت  50

rpm 3000  سانتریفیوژ گردیدند. محلول رویی دور ریخته شد و  4 �و دمايml 10  محلولCaCl2 

)mM 100(	 � 4 به آرامی ررسوب) دقیقه با دور  5ي یخ حل شدند). سپس وها اضافه گردیدrpm 

سانتریفیوژ شدند. محلول رویی دور ریخته شد و مانند مرحله قبل به هر کدام از  4 �و دماي  2500

دقیقه روي یخ انکوبه  30ها به مدت اضافه گردید. محلول ml 10 CaCl2 )mM 100 (� 4ها رسوب

سانتریفیوژ شدند. محلول رویی دور ریخته  4 �و دماي  rpm 2500دقیقه با دور  5ها شدند. سلول
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ها % اضافه شد و به خوبی سلول15) به همراه گلیسرول ml 2 CaCl2 )mM 100شد و به هر رسوب 

منتقل شدند.  -70 �ریخته شدند. و به فریزر  µl 100به مقدار  ml 5/1هاي حل شده و در ویال

  تست زنده مانی، آلودگی و مستعد شدن انجام شد.

  انتقال محصول الحاق به میزبان تکثیري  3- 7-3

هاي استفاده شد و از روش شوك حرارتی براي انتقال به باکتري E. coli DH5αبراي انتقال از باکتري 

سلول  µl 100از محصول الحاق را به ویال حاوي  µl 5مستعد شده استفاده گردید. براي این منظور 

ثانیه در  90دقیقه در یخ انکوبه شد. سپس به منظور شوك حرارتی،  30مستعد اضافه و به مدت 

) LB )µl 700دقیقه، محیط  5دقیقه روي یخ قرار گرفت. بعد از  5قرار گرفت و مجددا  42 �دماي 

س از یک انکوبه گردید. پ rpm 180و شیک  37 �ساعت در دماي  1به ویال اضافه شد و به مدت 

از محلول رویی را دور ریخته و رسوب به  µl 600سانتریفیوژ شد و  g×3000دقیقه با دور  5ساعت 

حاوي آنتی بیوتیک کانامایسین (با غلظت  LBهمراه مابقی محیط مخلوط گردید و سپس روي محیط 

  انکوبه گردید.  37 �ساعت در دماي  16) کشت داده شد و به مدت mg/ml 30نهایی 

  ها به روش دستی (لیز قلیایی)استخراج پلاسمید از کلنی 8-3-3

سانتریفیوژ کرده و محلول رویی  g ×4000دقیقه با دور  5میلی لیتر از کشت شبانه باکتري را  2ابتدا 

) به رسوب mM 25 Tris HCl ،mM 10 EDTAگلوکز،  I )mM 50محلول  µl 200را دور ریخته، 

 µl 400باکتري افزوده و به آرامی حل گردید به طوریکه محلول یکنواختی به دست آمد. سپس 

 µl 300، آب دیونیزه) به محلول افزوده و مخلوط شد. II )N 5 NaOH) ،w/v (10 %SDSمحلول 

روي دقیقه  5استیک اسید) اضافه و مخلوط گردید و به مدت  M 5پتاسیم استات،  III )M 5محلول 

سانتریفیوژ شد و  4 �در دماي  g10000×دقیقه با دور  15یخ قرار گرفت. ویال حاوي مخلوط 

و g10000×دقیقه با دور 15محلول رویی به ویال جدید منتقل و هم حجم آن ایزوپروپانول اضافه شد، 

 15% به رسوب افزوده و 70اتانول  µl 100سانتریفیوژ شد. محلول رویی را دور ریخته،  4 �دماي 
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سانتریفیوژ کرده و محلول رویی را دور ریخته و اجازه داده تا  4 �و دماي  g10000×دقیقه با دور 

آب دیونیزه به رسوب افزوده و حل گردید  µl 15ها کامل خشک شود. پس از خشک شدن ویال، ویال

منتقل  -20 �داري به فریزر ها براي نگهید. و نمونه%) الکتروفورز گرد1و براي بررسی روي ژل آگارز (

  شدند.

  Amy1136تعیین توالی ژن  3- 9-3

- ي کلون شده جهت تعیین کلونیهاي اختلاف حرکت پلاسمید، هضم آنزیمی و تکثیر قطعهاز روش

همسانه سازي شده جهت  Amy1136در نهایت به منظور تعیین توالی ژن  هاي نوترکیب استفاده شد.

(مالزي) ارسال  1st BASE Sequencing INTبه شرکت  pET-26b(+)-Amy1136تایید، سازه 

 pET-26b(+) )T7گردید. تعیین توالی با استفاده از آغازگرهاي رفت و برگشت عمومی حامل 

Promoter  وT7 Terminatorه ارتفاع ) صورت گرفت. پس از تعیین توالی، کیفیت توالی با توجه ب

حاصل با  بررسی شد. سپس توالی 1.4.0 نسخه FinchTVامواج ثبتی حاصل با استفاده از نرم افزار 

به آدرس اینترنتی  NCBI در پایگاه داده BLASTاستفاده از نرم افزار آنلاین 

)www.ncbi.nlm.nih.gov( با توالی ژن ،Amy1136  از باکتريsp.A01 Cohnella  .مقایسه شد

به  expasyدر پایگاه اینترنتی  Translate toolهمچنین توالی حاصل با استفاده از نرم افزار آنلاین 

  از نظر قالب خواندن ترجمه نیز مورد بررسی قرار گرفت. ،)http://www.expasy.orgآدرس اینترنتی (

  به میزبان بیانی  pET-26b(+)-Amy1136انتقال سازه  3- 10-3

به روش شوك  pET-26b(+)-Amy1136پس از تایید نهایی و اطمینان از کلونینگ، حامل نوترکیب 

که از قبل تهیه شده با روشی که توضیح آن قبلا ذکر شد،  E. coli BL21حرارتی به سلول مستعد 

آگار حاوي آنتی بیوتیک کانامایسین کشت داده شد و در دماي  LBمنتقل گردید. سپس روي پلیت 

  ساعت انکوبه گردید.  16به مدت  37 �



  

  |۴۵|  ��وم، �واد و  روش ��ل 

 

 
 

  Amy1136بیان  3-3- 11

مایع حاوي آنتی بیوتیک کانامایسین تهیه شد و  LBمحیط  ml 5پیش کشت شبانه از تک کلون در 

از پیش کشت به  ml 1ساعت،  16انکوبه شد. پس از گذشت  rpm 180و شیک  37 �در دماي 

ml50  محیطLB  تازه درون ارلن تلقیح و در دماي	شیک و �37 rpm 180  انکوبه شد. زمانیکه که

OD  محیط در طول موجnm600  رسید  8/0تا  3/0بهml 2  از آن به عنوان کنترل منفی برداشته

داري به سانتریفیوژ گردید. محلول رویی دور ریخته شد و براي نگه g6000×دقیقه با دور  10شد و 

 و �25	به عنوان القاگر بیان به محیط افزوده و در دماي  mM 5/0 IPTGمنتقل شد.  -20 �فریزر 

ها همانند برداري صورت گرفت. رسوب نمونهساعت نمونه 6و  3، 1شد. بعد از  انکوبه rpm 150 شیک

منتقل شدند. بعد از گذشت یک شبانه روز از بیان، رسوب  -�20	کنترل منفی گرفته شد و به فریزر 

  داري شد.نگه -�20	باکتري گرفته شد و براي انجام مراحل بعدي در دماي 

  سدیم دو دسیل سولفات  -الکتروفورز ژل پلی آکریل آمید 12-3-3

% 1آگار قالب ژل با استفاده از اسپیسر روي هم قرار گرفتند. جهت بستن فاصله بین دو شیشه از 

 w/v (4/0 %SDS ،ml 85/5) و (Tris-base )M 5/1% (5/12 1استفاده گردید. ژل تفکیک کننده

% w/v (10محلول ( μl 50 % بیس اکریل آمید، 3/1) w/v% اکریل آمید و Stock )w/v (30)محلول 

از ) را ریخته و سپس براي جلوگیري w/v (10 %TEMEDمحلول APS ،(μl 50 )آمونیوم پرسولفات (

ها را خالی و ژل دقیقه آب درون شیشه10ورود هوا درون ژل، روي آن آب مقطر ریخته شد. پس از 

% w/v (30محلول استوك w/v (4/0 %SDS  ،ml 1 )) و (Tris-base )M 5/0% (4 2متراکم کننده

)، APS% آمونیوم پرسولفات w/v (10)محلول ( μl 25% بیس اکریل آمید، 3/1) w/vاکریل آمید و (

μl 25 ) محلولw/v (10 %TEMEDدرون آن قرار داده شد. پس از بسته  3) را ریخته و بلافاصله شانه

 µl 100هاي باکتري در ها، رسوبشدن کامل ژل به آرامی شانه خارج شد. براي الکتروفورز پروتئین

                                                             
1. Resolving Gel  
2. Stacking Gel  
3. Comb  
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Sample solvent )Tris HCl )mM 50) ،(w/v (2 %SDS) ،w/v (1) ،گلیسرول %w/v (1 %

هاي % بروموفنول بلو)) جهت واسرشت سازي پروتئینEDTA )mM 5/2) ،(w/v (02/0مرکاپتواتانول، 

دقیقه جوشانده شدند (جهت شکستن دیواره سلول و آزاد  10موجود در باکتري حل گردید و به مدت 

از محلول  µl 20سانتریفیوژ شده و  g 6000×دقیقه با دور  10شدن محتویات آن). بعد از جوشاندن، 

ها ران شدند. الکتروفورز ژل در ها با استفاده از سرنگ هامیلتون درون چاهکرویی هر کدام از نمونه

ولت انجام  120) با ولتاژ M 19/0، گلایسین Tris-base )M 024/0) ،(w/v (1/0 %SDS)بافر تانک (

ن خارج گردید. پس از جدا ها از هم جدا و به آرامی ژل از آگرفت. پس از پایان الکتروفورز شیشه

کردن ژل متراکم کننده آن را دور انداخته و ژل تفکیک کننده را درون ظرف حاوي رنگ کوماسی 

و گذاشته ) R250%، رنگ کوماسی بلو v/v (96%، اسید استیک v/v (96)( ( متانول R250بلو بریلیانت

دقیقه قرار گرفت. بعد از خارج کردن رنگ از ژل، دوبار با  30به مدت  22 �و  30روي شیکر با دور 

%، v/v (96%، اسید استیک v/v (96)( آب مقطر شستشو داده شد وبه وسیله محلول رنگ بر (متانول

ساعت رنگ زدایی گردید. پس از آن ظاهر شدن باندهاي پروتئینی، ژل با آب  2آب مقطر)، به مدت 

  مقطر شسته شد.

  ها با دستگاه اولتراسونیک لیز باکتري 3-3- 13

به محیط، از  Amy1136ها از جمله پروتئین به منظور شکستن دیواره سلول باکتري و خروج پروتئین

 ml 2 Lysis bufferاز باکتري در  ml 50دستگاه اولتراسونیک استفاده گردید. به طوریکه رسوب 

)mM 50 Na2HPO4 ،mM 300 NaCl2 ،mM 10  ،05/0ایمیدازول %Tween20 به آرامی حل (

دقیقه، سونیکاسیون روي یخ با ولتاژ  45دقیقه روي یخ قرار گرفت. بعد از گذشت  45گردید. سپس 

ثانیه استراحت) انجام گرفت. بلافاصله به  45ثانیه سونیکیت و  35بازه زمانی ( 7در  7/0و پالس  90

سانتریفیوژ گردید. محلول رویی براي مراحل بعدي از  4 �در دماي  g8000×دقیقه با دور  40مدت 

 منتقل شد.  �4	جمله خالص سازي به 
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  خالص سازي به روش شوك حرارتی 14-3-3

رود در دماي احتمال میاز باکتري ترموفیل جداسازي شده و  Amy1136که ژن آنزیم با توجه به این

از  ml 1هاي میزبان از محلول رویی حاصل از سونیکاسیون، بالا پایدار باشد، به منظور حذف پروتئین

دقیقه با دور  30انکوبه گردید. سپس  90 �دقیقه در دماي  15محلول حاوي پروتئین به مدت 

×g8000 قرار  4 �سانتریفیوژ گردید. محلول رویی براي بررسی مراحل بعدي در دماي  4 �، دماي

  گرفت.

  Amy1136تعویض بافر آنزیم  15-3-3

- هاي نیمه تراوا میاساس این روش ناشی از خصوصیات غشاتعویض بافر به روش دیالیز انجام گرفت. 

گیرد. رخداد دیالیز به علت تفاوت در غلظت و بافر دیالیز قرار می  باشد که مابین محلول پروتئین

دو طرف غشاء یکسان ترکیبات دو طرف غشاء است و بنابراین هر زمانی که غلظت ترکیبات مزبور در 

  رسند.هاي مبادله شده از دو سمت غشاء به وضیت توازن میشوند، تعداد مولکول

ها باز شوند. کیسه دیالیز خشک را با دقت ها مستلزم آماده سازي اولیه است تا روزنهبه کار بردن غشا

 mM10 EDTAو  mM100NaHCO3 محلول  ml  200به یک بشر یک لیتري انتقال داده و سپس

)7pH = (  دقیقه جوشانده شد، سپس محلول درون بشر را با آب  5-10به آن اضافه نمودیم، به مدت

مقطر تعویض کردیم و به این نحو سه بار عمل شستشو انجام شد. هنگام کار با کیسه دیالیز از 

انتهاي کیسه با گره زدن به  .ها جلوگیري به عمل بیایددستکش استفاده شد تا از آلودگی با پروتئاز

به کیسه منتقل و درب  از آنزیم خالص ml 4پس از آماده سازي کیسه دیالیز، . .خوبی مسدود شد

کیسه با گیره مخصوص محکم شد. سپس کیسه دیالیز حاوي آنزیم، درظرف حاوي یک لیتر بافر 

زن و روي هم 4 �ساعت در دماي  16)قرار داده شد و به مدت = pH 8و  mM 50پتاسیم فسفات (

  مغناطیسی قرار گرفت. در نهایت آنزیم از کیسه دیالیز خارج گردید.
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  سنجش فعالیت آنزیم 3- 16-3

  %1 هايانجام گرفت. بدین منظور محلول ١توقف واکنشسنجش فعالیت آنزیم با استفاده از روش 

) تهیه گردید و به عنوان سوبستراي  mM 50 ،8 =pHنشاسته و پلولان در بافر پتاسیم فسفات (

محلول سوبسترا اضافه گردید. مخلوط واکنش به  µl 20نمونه آنزیمی به  µl 20آنزیمی استفاده شد. 

دقیقه  30انکوبه شد. پس از گذشت  50 �دقیقه در دماي  5همراه شاهد (محلول سوبسترا) به مدت 

% پودر DNS) (w/v (1دي نیتروسالسیلیک اسید ( 5و  3محلول رنگی  µl 100واکنش به وسیله 

DNS) ،w/v (30) ،سدیم پتاسیم تارتارات %w/v (6/1 %NaOH دقیقه در  10) واکنش متوقف و

  خوانده شد. nm530موج جوشانده شد. پس از سرد شدن در دماي اتاق جذب در طول  100 �دماي 

  سنجش فعالیت آنزیمی بر حسب واحد آنزیمی 17-3-3

از منحنی استاندارد مالتوز استفاده  2آنزیمی به منظور به دست آوردن فعالیت آنزیم بر حسب واحد

رسم شد. در این راستا، ابتدا  nm530هاي مختلف مالتوز در طول موج گردید. نمودار بر اساس غلظت

) µl 20میکرو مول از مالتوز تهیه و هم حجم آن ( 07/146، 03/73، 51/36، 25/18، 0غلظت  5

دقیقه جوشانده شد و پس از  10ي آنزیمی اضافه شد. سپس محلول فوق به همراه نمونه DNSمحلول 

خوانده و منحنی استاندارد آنزیمی رسم  nm530سرد شدن در دماي محیط جذب آن را در طول موج 

- ) محاسبه گردید. یک واحدي آنزیمی مقداري از آنزیم میUnitآن واحد آنزیمی ( گردید. به کمک

غلظت  و باشد که در یک دقیقه یک میکرومول سوبسترا مصرف یا یک میکرومول محصول تولید کند

پودر  mg 100آزمایش ابتدا براي این ). Bradford, 1975(گردید  تعیین ٣روش بردفورد آنزیم به

اسید فسفریک  ml 100حل گردید. سپس  v/v( 96%( اتانول ml 50در  G250کوماسی بریلیانت بلو 

)w/v (85 لیتر رسانده شد. محلول حاصل از صافی رد و به عنوان  1% به آن اضافه و حجم محلول به

 1و  9/0، 8/0، 7/0 ،6/0، 5/0، 4/0، 3/0، 2/0، 1/0هاي معرف بردفورد از آن استفاده شد. ابتدا غلظت

                                                             
1. End point 
2. Unit  
3. Bradford 
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)mg/ml پروتئین استاندارد (BSA )Bovin Serum Albumin ها اضافه معرف بردفورد به آن) تهیه و

 Excelو با استفاده از نمودار استاندارد با نرم افزار  595غلظت نمونه آنزیمی در طول موج شد، و 

  تعیین شد.

 Amy1136طراحی آزمایش به منظور بهینه سازي تولید و فعالیت  3-3- 18

  غربالگري فاکتورها توسط روش پلاکت برمن 3- 18-3- 1

 Amy1136تولید و فعالیت آنزیم توجهی در   این طراحی براي غربالگري فاکتورهایی که اثرات قابل

جمعیت باکتري در ، دما، دور چرخش، محیط IPTG ،pHفاکتور شامل غلظت  6استفاده شد. ، دارند

غربال شدند. هر یک از فاکتورها در این طرح آزمایشی در دو سطح و زمان بیان  IPTGزمان تلقیح 

 Minitab 17افزار  نرم با برمنپلاکتمنظور انجام طراحی   ). به1-3 قرار گرفت (جدول بررسی مورد

  استفاده شد.

صورت تصادفی  بین فاکتورهاي مورد غربالگري دوازده آزمایش به منظور شناسایی فاکتورهاي مؤثر از به

  .افزار طراحی شد توسط نرم

) فاکتورهاي مؤثر بر پاسخ  = 1/0α(بر اساس نتایج حاصل از جدول آنالیز واریانس و با در نظر گرفتن 

  استفاده قرار گرفت. شناسایی و براي انجام روش سطح پاسخ مورد

  آر اس امسازي بر اساس طراحی آزمایش به روش   بهینه 3-3- 2-18

تولید و فعالیت آنزیم ثر بر وو تعیین سه فاکتور م برمنپلاکتپس از غربالگري فاکتورها توسط طراحی 

Amy1136،  فاکتور در پنج سطح استفاده  سازي و براي هر منظور انجام بهینه بهمرکب مرکزي طرح

استفاده  Design Expert7افزار  از نرم آر اس امروش  به سازي بهینهمنظور انجام  ). به3- 2 شد (جدول

  شد.

ل شش آزمایش براي سه فاکتور مؤثر بر پاسخ طراحی شد که شام 20بر اساس طرح مرکب مرکزي 

  ي مرکزي است.  تکرار در نقطه
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  Amy1136بررسی خصوصیات بیوشیمیایی  3-19- 3

  بررسی اثر دما در فعالیت آنزیم  19-3-3- 1

- شود بنابراین هر آنزیمی داراي یک دماي بهینه میتغییر دما منجر به تغییر در انرژي جنبشی  می

باشد که در آن دما حداکثر فعالیت را دارد. براي تعیین بهترین دما براي حداکثر فعالیت آنزیم 

Amy1136) درجه  90، 80، 70، 60، 50، 40، 30، 20، 10، فعالیت نسبی آن در دماهاي مختلف

  رسم گردید. Prismگراد) بررسی گردید. نمودار پروفایل دما با استفاده از نرم افزار سانتی

  بررسی پایداري آنزیم نسبت به دما 2-19-3-3

، به طور 90و  80، 70، 60، 50، 40، 30، 20، 10دقیقه در دماهاي  120به مدت  آنزیمی ابتدا نمونه

  جداگانه قرار گرفت. 

ساعت با  5منظور بررسی پایداري آنزیم نسبت به دما در زمان، نمونه آنزیمی به مدت همچنین به 

گراد قرار گرفت. سپس سنجش فعالیت درجه سانتی 90و  70، 50ساعت در دماهاي  1فواصل زمانی 

  آنزیمی براي

  : محدوده تغییرات فاکتورها در طراحی1- 3 جدول

  متغیرها  واحد )-1پایین ( سطح  +)1بالا ( سطح

2/1 1/0 mM  غلظتIPTG  

8 5/5  ---  PH 

40 20 ˚C دما  

200 80  rpm دور چرخش  

  جمعیت باکتري ---  3/0 5/1

  زمان بیان ساعت  4  18
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  مرکزي مرکب طرح روش به پاسخ سطح طراحی فاکتورها در تغییرات : محدوده2- 3جدول 

  متغیرها  واحد  )-αمحور پایینی (  )- 1پایین( سطح  )0مرکز(  +)1بالا( سطح  +)αمحوربالایی(

41 35  29  23 17  ˚C دما  

250  200 150 100  50  rpm شدور چرخ  

  جمعیت باکتري  ---     4/0               7/0 1 3/1  6/1

 

هاي آنزیمی اضافه شد، و به هاي سوبسترا به نمونهکه محلولطوريها انجام گرفت؛ بهتمامی نمونه

(واکنش پلولانازي) در دماي بهینه، به همراه شاهد  دقیقه 20آمیلازي) و دقیقه (واکنش  5مدت 

به منظور توقف  DNSمحلول  µl 20(نمونه بدون آنزیم) انکوبه شدند. پس از طی زمان واکنش 

گراد جوشانده شدند، و پس از سرد درجه سانتی 100دقیقه در دماي  10آزمایش اضافه گردید. سپس 

خوانده شد، و فعالیت آنزیمی با رسم  nm 530ها در طول موج ب نمونهشدن در دماي محیط جذ

  بررسی شد. Prismنمودار توسط نرم افزار 

  Amy1136بر فعالیت آنزیم  pHبررسی اثر  19-3-3- 3

 با) سدیم کربناتبی و سدیم کربنات سدیم، استات پتاسیم، فسفات(مولار  05/0 ترکیبی بافر ابتدا 

pHدر آنزیم، فعالیت سنجش واکنش سپس. شد تهیه 11 تا 4 هاي pHبهینه دماي در و مختلف هاي 

واکنش آنزیمی هم براي سوبسترا نشاسته و هم شد ( انجام pHآنزیم، به همراه شاهد براي هر  فعالیت

  متر چک شد.  pHنهایی با کاغذ  pHپس از افزودن تمامی اجزا واکنش،  .پلولان انجام گرفت)

 Amy1136بر پایداري آنزیم  pHبررسی تاثیر  3-3- 4-19

pH مولار بافر ترکیبی (پتاسیم فسفات، سدیم استات و گلایسین) تهیه شد. میلی  50در  11تا  3هاي

میکرولیتر بافر  10میلی مولار ، به  5در بافر فسفات پتاسیم  Amy1136میکرولیتر از  80مقدار 
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هاي آنزیمی به متر چک شد. نمونه pHایی با کاغذ نه pHهاي مختلف اضافه شد و pHترکیبی با 

  هاي موردنظر قرار گرفتند. pHساعت در 2مدت 

میکرولیتر از آنزیم  80در طول زمان، مقدار  pHهمچنین، به منظور بررسی پایداري آنزیم نسبت به 

Amy116 در بافر پتاسیم فسفات) mM 5 ساعت، در 24تا  1)، به طور جداگانه به مدت μl 10   بافر

هاي آنزیمی، واکنش سنجش قرار گرفت. سپس، با نمونه 11و  8، 3هاي pH) با mM 50( ترکیبی

بهینه فعالیت آنزیم، به همراه شاهد (بدون آنزیم) انجام شد (واکنش فعالیت  pHفعالیت در دما و 

  آنزیم هم براي سوبسترا نشاسته و هم براي سوبسترا پلولان انجام گرفت).

 Amy1136هاي فلزي بر فعالیت آنزیم بررسی تاثیر یون 3- 19-3- 5

، ZnSO4 ،CuSO4 ،FeCl2 ،FeCl3 ،MnCl2 ،MgCl2 ،CaCl2هاي مولار از نمکمیلی 20و  10محلول 

CoCl2 ،BaCl2 ،NaCl ،KCl ،LiCl  وAgNO3  میکرولیتر از  16تهیه شد. مقدارAmy1136  8با 

هاي آنزیمی، واکنش سنجش مخلوط شد. سپس، با نمونههاي یونی میکرولیتر از هریک از محلول

بهینه فعالیت آنزیم به همراه شاهد یعنی نمونه بدون آنزیم (هم براي  pHفعالیت آنزیم در دما و 

 3ها در مخلوط واکنش به سوبستراي نشاسته و هم براي سوبسترا پلولان) انجام شد. غلظت نهایی یون

  میلی مولار رسید.  6و 

 Amy1136هاي آلی بر فعالیت آنزیم بررسی تاثیر حلال 3- 19-3- 6

جش هاي آلی، شامل متانول، اتانول، ایزوپروپانول، ایزوبوتانول، گلیسرول، استون، در واکنش سنحلال

 2و  1هاي آلی در مخلوط واکنش، به که غلظت نهایی حلالايگونهفعالیت آنزیمی به کار رفت؛ به

بهینه فعالیت آنزیم به همراه شاهد  pHجش فعالیت آنزیم در دما و ) رسید. واکنش سنv/vدرصد (

  یعنی نمونه بدون آنزیم (هم براي سوبستراي نشاسته و هم براي سوبسترا پلولان) انجام شد. 
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 Amy1136ها بر فعالیت آنزیم بررسی تاثیر دترجنت 7-19-3-3

ر واکنش سنجش فعالیت آنزیمی به د  -100Xو تریتون  80تویین  ،20ها، شامل تویین سورفاکتانت

) رسید. واکنش v/v% (2و  1طوري که غلظت نهایی سورفاکتانت در مخلوط واکنش، به کار رفت؛ به 

بهینه به همراه شاهد یعنی نمونه بدون آنزیم (هم براي سوبستراي  pHسنجش فعالیت آنزیم در دما و 

  نشاسته و هم براي سوبسترا پلولان) انجام شد.

 Amy1136بررسی تاثیر برخی مواد شیمیایی بر فعالیت آنزیم  3-3- 8-19

)، گوانیدین هیدروکلرید IAMهر یک از ترکیبات شیمیایی شامل یدواستامید ( mM 10محلول 

)GuHCl) دي تیوتریتول ،(DTT) سدیم آزید ،(NaNO3 ،فنیل متیل )، بتامرکاپتواتانول،  اوره

) و سدیم دو دسی سولفات EDTAین تترااستیک اسید (آماتیلن دي، )PMSFسولفونیل فلئورید (

)SDS ( میکرولیتر از  14مقدارAmy1136  هاي فوق مخلوط شد. میکرولیتر از هریک از محلول 3با

بهینه فعالیت آنزیم به همراه  pHهاي آنزیمی، واکنش سنجش فعالیت آنزیم در دما و سپس، با نمونه

ي سوبستراي نشاسته و هم براي سوبسترا پلولان) انجام شد. شاهد یعنی نمونه بدون آنزیم (هم برا

 رسید.  mM  1غلظت نهایی هر ترکیب شیمیایی در مخلوط واکنش، به 

   Amy1136بررسی ارتباط غلظت سوبسترا با سرعت فعالیت آنزیم  3-3- 20

به این هاي مختلف سوبسترا (نشاسته و پلولان) بر سرعت واکنش آنزیمی بررسی شد؛ تأثیر غلظت

 20و  15، 10، 5، 5/2، 25/1، 0هاي صورت که، واکنش سنجش فعالیت آنزیم در حضور غلظت

)mg/mlاي داشت. پس از محاسبه فعالیت ) نشاسته و پلولان انجام شد. هر واکنش، کنترل جداگانه

ن ) و بیشتریKmدست آوردن ثابت میکائیلیس ()، به منظور بهUnitآنزیم بر حسب واحد آنزیمی (

  رسم گردید.  Prism 6منتن با استفاده از نرم افزار  -)، نمودار میکائیلیسVmaxسرعت آنزیم (
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  مطالعات بیوانفورماتیک 4-1

 Amy1136گویی برخی خصوصیات بیوشیمیایی آنزیم پیش 1- 4-1

 انجام Protparamبا استفاده از نزم افزار  Amy1136گویی برخی خصوصیات بیوشیمیایی آنزیم پیش

 kDaاسید آمینه و وزن مولکولی  722داراي  Amy1136گرفت. خروجی برنامه نشان داد که آنزیم 

66/75 ،10/6 pI = باشد.می 89/96و ضریب آلیفاتیک  79/20، شاخص ناپایداري  

  رسم درختچه فیلوژنتیک 2- 4-1

و  GH13هاي خانوادههاي آمیلوپلولاناز با آنزیم Amy1136به منظور بررسی روابط تکاملی آنزیم 

GH57 درختچه فیلوژنتیک با استفاده از نرم افزار ،MEGA6  1-4رسم شد (شکل .(  

 (-)pET-26bدر ناقل بیانی  Amy1136همسانه سازي ژن  4-2

باند تکثیر شد.  Pfuبا استفاده از آنزیم  Cohnella sp. A01باکتري جفت باز) Amy1136 )2166ژن 

از  DNA تخلیص، با استفاده از کیت PCRمورد نظر از باندهاي غیر اختصاصی تکثیر شده در واکنش 

  خالص گردید.ژل آگارز روي 

، با استفاده از کیت استخراج پلاسمید، استخراج E. coli DH5αاز باکتري  (+)pET-26bحامل بیانی 

   .گردید

انجام گرفت. همچنین  Not Iو  Nde Iهاي با آنزیم (+)pET-26bواکنش برش آنزیمی حامل بیانی 

 Not Iو  Nde Iهاي نیز به منظور ایجاد انتهاي چسبنده در دو سر ژن با آنزیم PCRهضم محصول 

انجام گرفت. به منظور خالص سازي حامل هضم شده از روي ژل و همچنین خالص سازي ژن 

Amy1136  هضم شده به ترتیب از کیت تخلیصDNA ي ژل و تخلیص محصول از روPCR  استفاده

  گردید.
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، مخلوط واکنش، به روش (+)pET-26bو حامل بیانی  Amy1136پس از انجام واکنش اتصالی بین ژن 

مستعد، منتقل شد. براي اطمینان از همسانه سازي بررسی  E. coli DH5αشوك حرارتی، به باکتري 

رایمرهاي اختصاصی و هضم آنزیمی صورت با پ PCRاختلاف حرکت روي ژل آگارز با ناقل خالی، 

  ).2-4گرفت (شکل 

  

  

  

  

با اعضاي تولید کننده آنزیم  Cohnella sp. A01: رسم درختچه فیلوژنتیک به منظور بررسی روابط فیلوژنی آنزیم باکتري 1- 4شکل 

شود آنزیم این تحقیق در گروه مشاهده می، همانطور که در شکل اندکه تعیین خصوصیت شده GH57و  GH13هاي آمیلوپلولاناز خانواده

یک  C. sp F32( تکرار رسم شد 1000با بوت استرپ با  Mega6.06از نرم افزار  درختچه فیلوژنتیک با استفادهشود. قرار گرفته می 57خانواده 

  .آنزیم بتاگلوکاناز بوده و به عنوان یک عضو خارج گروه در رسم درختچه از آن استفاده گردید)
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به صورت  Amy1136براي تایید نهایی و تعیین توالی ژن  pET-26b(+)-Amy1136مل نوترکیب حا

(بر اساس  و آغازگر میانی T7 terminatorو آغازگر برگشت  T7 promoterدوطرفه، با آغازگر رفت 

اي در پایگاه داده kxo13443با شماره دسترسی  Amy1136یابی شد. ژن توالیتوالی میانی ژن)، 

Genbank .ثبت گردید  

   E. coli BL21در میزبان بیانی  Amy1136بیان ژن  4-3

آگار حاوي LBمنتقل، و روي پلیت  E. coli BL21به میزبان بیانی  pET-26b(+)-Amy1136حامل  

 75هاي رشد کرده انجام گرفت. مشاهده باند کانامایسین کشت شد. تست بیان براي یکی از کلنی

  ). 3-4را تایید کرد (شکل  Amy1136بیان ژن  SDS- PAGEکیلو دالتونی روي ژل 

و انجام سونیکاسیون براي خروج پروتئین از سلول و اطمینان از عدم  Amy1136پس از بیان ژن 

 4-4ردید (شکل الکتروفورز گ SDS- PAGEرسوب آن، سوپ حاصل از سونیکاسیون روي ژل 

  ). 1ستون

دقیقه  15به مدت  90 �محلول پروتئینی حاصل از مرحله سونیکاسیون پس از قرار گرفتن در دماي 

). مشاهد تک باند پروتئینی 2ستون 4- 4ژل الکتروفورز بررسی گردید (شکل  و سانتریفیوژ بر روي

  است.در دماي بالا پایدار  Amy1136% نشان داد که آنزیم 90با خلوص بالاي  Amy1136آنزیم 

  Amy1136سنجش فعالیت آنزیم  4-4

فعالیت آن بر روي دو سوبستراي نشاسته و پلولان به روش  Amy1136پس از خالص سازي آنزیم 

Endpoint  بررسی گردید. نتایج حاصل از بررسی نشان داد که آنزیمAmy1136  قادر به فعالیت بر

  باشد.روي هر دو سوبسترا نشاسته و پلولان می
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گردید.  به منظور به دست آوردن فعالیت آنزیم بر حسب واحد از منحنی استاندارد مالتوز استفاده

 Excelبا نرم افزار  nm530هاي مختلف مالتوز در طول موج بر اساس غلظتنمودار استاندارد محصول 

  ).5-4رسم گردید (شکل 

  

  

 (+)pET-26) حامل DNA 1گر وزن مولکولی ) نشانpET-26b(+) Mدر حامل بیانی  Amy1136سازي ژن : همسانه2- 4شکل 

 Nde Iبرش خورده با آنزیم  pET-26b(+)-Amy1136  ) حامل نوترکیبpET-26b(+)-Amy1136 3) حامل نوترکیب 2

) محصول Amy1136 5وخروج ژن  Not Iو  Nde Iهاي با آنزیم pET-26b(+)-Amy1136) برش آنزیمی حامل نوترکیب 4

PCR  ژنAmy1136  در حامل نوترکیبpET-26b(+)-Amy1136  
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  Amy1136 آنزیم فعالیتبهینه سازي تولید و  4-5

ي فاکتورهاي اثرگذار مرحلهآزمایش غربالگري انجام گرفت،  Amy1136سازي عملکرد اي بهینهبر

سازي تحلیل فرآیند بهینه و آنالیز آماري و تجزیهدست آمده ایج بهو با نت شدسازي غربالگري بهینه

نتایج به ترتیب در ذیل  تعیین گردید. Amy1136در نهایت شرایط بهینه تولید و عملکرد  .انجام گرفت

  شرح داده شده است.

    Amy1136تعیین فاکتورهاي موثر بر تولید و فعالیت آنزیم  4-5-1

 ( دور چرخ، )1/0 و mM 2/1( IPTGغلظت ، )C20˚و 40دما (، )5/5 و pH )8(فاکتور  6غربالگري 

rpm200 جمعیت باکتري ()80 و ،OD( )5/1  زمان بیان ()3/0و ،h 18  تولید و دخیل در )) 4و

  انجام شد و منجر به انتخاب سه فاکتور اثرگذارتر شد. Amy1136فعالیت آنزیم 

صورت تصادفی  ، دوازده آزمایش بهAmy1136تولید و فعالیت آنزیم ثر بر وبراي شناسایی فاکتورهاي م

(جدول  Plackett-Burmanشده توسط برنامه  هاي طراحیانجام شد. پس از واردکردن نتایج آزمایش

 در شکل معرفی نمود. تولید و فعالیتافزار اثرگذارترین فاکتورها را بر فرآیند  خروجی این نرم) 4-1

ه ، و بمورد بررسی قرار گرفت Amy1136فاکتور دخیل در فرآیند تولید و فعالیت آنزیم  6 اثرات  3-9

  .ي موثر بودندترتیب سه فاکتور دما، دور چرخش و میزان تلقیح محیط کشت واکنش، فاکتورها

). بر اساس خروجی برنامه و 2-4 (جدول ) استفاده شدα=1/0ها از مقدار ( وتحلیل داده  براي تجزیه

ها به ترتیب سه فاکتور دما، دور چرخش و میزان تلقیح،  سی آماري نتایج حاصل از آنالیز دادهبرر

عنوان فاکتورهاي مؤثر براي  و به شتنددا Amy1136تولید و فعالیت آنزیم بیشترین تأثیر را در فرآیند 

  .شدندکار گرفته ه ب RSMانجام طرح آزمایش 
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 IPTG) بیان قبل از القاي 1گر وزن مولکولی پروتئین ) نشانAmy1136 ،Mبراي بررسی بیان ژن  SDS-PAGE الکتروفورز: 3- 4شکل

 IPTGپس از القاي  Amy1136) بیان آنزیم 2(کنترل منفی) 

  

گر ) نشانAmy1136 Mو خالص سازي آنزیم  E. coli BL21بعد از سونیکاسیون سلول باکتري  SDS-PAGE: الکتروفورز 4- 4شکل 

  خالص شده. Amy1136) 2) محلول پروتئینی حاصل از سونیکاسیون DNA 1وزن مولکولی 

  

  : منحنی استاندارد مالتوز5- 4شکل 
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 Plackett-Burman برنامه توسط شده  طراحی هاي آزمایش : نتایج1- 4 جدول

Run Order                           Variables 
 Response 

(Activity (Unit)) 

 A B C D E F  

1 1+  1 -  1 -  1 -  1+  1+  9/4  

2 1+  1+  1+  1 -  1+  1+  6/4  

3 1 -  1+  1+  1+  1 -  1+  2/7  

4 1 -  1+  1+  1 -  1+  1 -  4/3  

5 1+  1 -  1+  1 -  1 -  1 -  3 

6 1+  1+  1 -  1+  1+  1 -  1/3  

7 1+  1 -  1+  1+  1 -  1+  2/5  

8 1 -  1 -  1 -  1+  1+  1+  6/4  

9 1 -  1 -  1+  1+  1+  1 -  4/5  

10 1 -  1+  1 -  1 -  1 -  1+  4/5  

11 1 -  1 -  1 -  1 -  1 -  1 -  5/3  

12 1+  1+  1 -  1+  1 -  1 -  5/3  

A1(40)، -1(20 ) دما (+B(pH 5/5)1- ،(8)1 (+C 1(200)، -1(80) شیک  (+D (IPTG 1/0)1- ،(2/1)1 (+

E زمان (h4)1 - ،(h18)1 (+F جمعیت باکتري یا (OD 3/0)1 - ،(5/1)1(+  

  

Term

C

A

F

43210

Standardized Effect

1.860

A Temp

B pH

C shake

D IPTG

E Time

F Inoculation

Factor Name

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is activity; a = 0.1)

 

فرآیند تولید و  بر اثرگذار فاکتورهاي یافتن منظور به Plackett-Burman برنامه خروجی پارتو : نمودار6-4شکل 
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فاکتور جمعیت باکتري، دما و دور چرخش فاکتورهاي  3شود همانطور که مشاهده می، Amy1136فعالیت آنزیم 

  تاثیرگذار شناخته شدند.

 Plackett-Burmanنتایج آنالیز واریانس خروجی برنامه : 2- 4جدول 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

Model 3 842/11  9475/3  00/8  009/0  

Linear 3 842/11  9475/3  00/8  009/0  

Temperature 1 101/3  1008/3  29/6  037/0  

Shake 1 841/1  8408/1  73/3  089/0  

Inoculation 1 901/6  9008/6  99/13  006/0  

Error 8 947/3  4933/0    

  

  RSMبهینه سازي با طراحی آزمایش به روش  4-5-2

  تجزیه آماري  4-5-2-1

طراحی آزمایش تعیین میزان اثر سه فاکتور دما، دور چرخش و جمعیت باکتري بر پاسخ بهینه توسط 

افزار طراحی و انجام  آزمایش توسط این نرم 20و در پنج سطح انجام شد.  Design Expert 7افزار  نرم

عنوان پاسخ محاسبه شد (جدول  ) بهUnitبر حسب واحد آنزیمی (  Amy1136نزیم گردید. فعالیت آ

ها، پاسخ فرآیند مورد ارزیابی قرار گرفت و با استفاده از آنالیز واریانس،  ). پس از وارد کردن داده4-3

ه هاي درج هاي موجود، مدل ها انتخاب شد. با توجه به مدل ها به داده ترین مدل از بین مدل مناسب

  .نشان دادندهاي آزمایش  دوم بهترین انتخاب را با پاسخ

اطمینان  %95با  )1-4 رابطه(شده   دهد که مدل ارائه ) نشان می4- 4ها (جدول  تحلیل واریانس داده

  .)باشند: جمعیت باکتري میx3: دور چرخش، x2: دما ، x1 مذکور،در رابطه ( دار است داراي اثر معنی

R1= -34.37680 +1.49400 × x1 +0.14086 × x2 +16.04419 × x3 -1.91667E-003 × x1 × x2 -

0.18056 × x1 × x3 +0.018333 × x2 × x3-0.017330 × x1
2 -3.14545E-004 × x2

2 -5.82071 

1-4رابطه   
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 مرکزي مرکب طرح با پاسخ سطح روش به شده طراحی هاي آزمایش : نتایج3- 4 جدول

Std.Order Temperature (˚C) Shake (rpm) Inoculation Response 

1  23 100 7/0  7/4 

2 35 100 7/0 6 

3 23 200 7/0 4/5 

4 35 200 7/0  7/5 

5 23 100 3/1 2/5 

6 35 100 3/1 5/6 

7 23 200 3/1 3/8 

8 35 200 3/1  6 

9 17 150 1 9/4 

10 41 150 1  6/5 

11 29  50 1 5/3 

12 29 250 1 7/5 

13 29 150 4/0 4/4 

14 29  150 6/1 9/6 

15 29 150  1 8/7 

16 29 150 1 1/8 

17 29 150 1 3/7 

18 29 150 1 8 

19 29 150 1 9/7 

20 29 150 1 7/7 
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 سطح روش به Amy1136بیان و فعالیت  میزان پاسخ براي ها داده واریانس : تحلیل4-4  جدول

 پاسخ

Source 
Sum of 

Squares 
DF Mean Square F-Value 

P-Value 

Prob >F 

Model 12/36  9 01/4 97/25 0001/0> 

Residual 55/1  10 15/0   

 

دار بودن  آمده بین متغیرها باید معنی  دست  منظور بررسی حقیقی یا تصادفی بودن همبستگی به  به 

شده براي   ارائه P مقدارهمبستگی مدل را مورد آزمون قرار داد. بررسی همبستگی متغیرها به کمک 

رود.  دار از بین می ، فرض عدم همبستگی معنیPبراي  05/0پذیر است. در مقادیر کمتر از  مدل امکان

نیز براي  ١تبیینشده براي مدل، از ضریب  ارائه P ها و مقدار تحلیل واریانس داده و  علاوه بر تجزیه

شده و   مناسب مدل ارائه انتخابي شان دهندهنزدیک یک ن  R2 شود. مقادیر بررسی مدل استفاده می

 است. نتایج آنالیز واریانس مدل ش شدههاي آزمایش با منحنی براز هاي آزمایش و تطبیق داده داده

درصد احتمال  01/0، نشانگر این است که کمتر از Amy1136میزان فعالیت بر حسب واحد آنزیمی 

دار بودن مدل ناشی از اختلال و خطا باشد. مقدار ضریب تبیین براي پاسخ میزان  دارد که معنی

تر شود  به یک نزدیک ضریب تبیینمناسب است. هرچه مقدار  Amy1136 9590/0فعالیت آنزیم 

عنوان تابعی از متغیرهاي مستقل بیشتر است.   در توصیف تغییرات پاسخ به شدهانتخابقدرت مدل 

باشد. نتایج  7/0 حداقل باید تبیینمقدار ضریب  ،خوب انتخاببا  یشود که براي مدل چنین عنوان می

 ٤متناسب است. دقت مناسب ٣و ضریب تبیین واقعی ٢بینی شده دهد که ضریب تبیین پیشنشان می

باشد. در این  4تر از  دار مطلوب آن وقتی است که بزرگنیز بیانگر نسبت سیگنال به اختلال است و مق

  ).5-4ت (جدول و مناسب اس 194/15تحقیق، این کمیت برابر 

                                                             
1. Regression Coefficient (R-Squared or R2) 
2. Predicted R-Squared 
3. Adjusted R-Squared 
4. Adeq-Precision 
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داري ضرایب متغیرهاي مستقل نیز باید مورد بررسی قرار  دار بودن کل مدل، معنی علاوه بر معنی

هاي داراي اثر  توان عامل ها، می مابین آن برهمکنشها و  هر یک از عامل  P گیرد. با توجه به مقادیر

  .دار را شناسایی کرد معنی

05/0P< آمده   دست  ه). بر اساس نتایج ب6-4 (جدول هاي مورد بررسی است دهنده اهمیت عامل نشان

اتی هستند که با برهمکنشدو فاکتور دما و دور چرخش باهم داراي  Amy1136فعالیت در مسیر 

  آمده بررسی شدند. دست  ي بهاستفاده از کانتورها

هاي واقعی آزمایش توسط مدل رسم شد، این نمودار بیانگر توزیع نرمال  درصد نرمالیتی برحسب داده

ها حول خط وسط نمودار بیشتر باشد داراي نرمالیتی  هاي آزمایش است و هرقدر پراکندگی داده داده

 ). در نمودار مقایسه7-4تر است (شکل ینانها براي آزمایش قابل اطم بالاتري است و در نتیجه داده

ها از الگوي خاصی  ، پراکنش دادهAmy1136 فعالیت میزان براي شده بینی پیش و حقیقی مقادیر

 با مدل مناسب نسبتا برازش . این نمودار بیانگراندها در محدوده مجاز قرار گرفته کند و داده پیروي نمی

  ).8-4ها براي آزمایش قابل اطمینان است (شکل  است و داده آزمایش هاي داده

  تجزیه و تحلیل فرآیند بهینه سازي 4-5-2-2

  بررسی اثر دما و دور چرخش -

در مورد دو  برهمکنش) نشان داد که بیشترین میزان ANOVAها (جدول  بررسی آماري واریانس داده

و همچنین دور چرخش  کاهشکه در دماي پایین و  طوري دهد، به فاکتور دما و دور چرخش رخ می

دماي  وشود،  ) میAmy1136فعالیت منجر به کاهش میزان پاسخ (افزایش زیاد دما و دور چرخش 

  ).10- 4و  9-4هاي (شکل شود و میزان میانه دور چرخش منجر به افزایش میزان پاسخ میمیانه 

 

 پاسخ سطح روش به Amy1136بیان و فعالیت آنزیم  میزان براي تبیین ضرایب : مقادیر5- 4 جدول

Source Quadratic 
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R-Squared 9590/0  

Adj R-Squared  9220/0 

Pred R-Squared 7646/0 

Adeq Precision  194/15 

  

 پاسخ سطح روش به Amy1136بیان و فعالیت آنزیم  : اثر فاکتورها بر میزان6- 4 جدول

Source 

            Sum of 

Square

s 

DF Mean Square F-Value 
P-Value 

Prob >F 

x1 25/0  1 25/0 62/1  2322/0 

x2  42/3 1 42/3 14/22 0008/0 

x3 29/5 1 29/5 22/34 0002/0 

x1x2 64/2        1 64/2 11/177 0020/0 

x1x3                          84/0         1           84/0         47/5            0415/0 

x2x3                          61/0        1          61/0         91/3           0761/0 

x1
2 79/9 1 79/9 31/63  0001/0< 

x2
2           55/15           1           55/15         59/100          0001/0< 

x3
2 90/6 1 90/6 64/44 0001/0< 

Lack of Fit 15/1 5 23/0 86/2 1364/0 

Pure Error 40/0 5 080/0   

Cor Total 67/37        19      

x1 ، دما :x2 ،دور چرخش :x3باشند: جمعیت باکتري می.  
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 یاحتمال يخطاها که است نیا انگریب و است شده انجام شیآزما جینتا کنواختی عیتوز انگرینما نمودار نیا. ها داده نرمال عیتوز نمودار: 7- 4 شکل

 .ندارد یینها جهینت بر يریثات

 

 

 از حاصل جینتا :گفت توانیم مدل نیا اساس بر ،Amy1136فعالیت آنزیم  زانیم براي شده ینیب شیپ و حقیقی مقادیر مقایسه نمودار: 8- 4 شکل

  .باشدمی افزار نرم توسط شده فیتعر محدوده در و داشته مطابقت افزار نرم توسط شده ینبیشیپ جینتا با شیآزما
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R1

Color points by value of
R1:

8.3

3.5

Internally  Studentized Residuals

No
rm

al
 %

 P
ro

ba
bi

lity

Normal Plot of Residuals

-1.78 -0.72 0.34 1.39 2.45

1

5

10

20
30

50

70
80

90

95

99



  

  |۶۹|    �ھارم، �تا�ج��ل 

 

 
 

  

 زانیم بر دورچرخش و دما متقابل ریثات، Amy1136میزان فعالیت آنزیم  بر چرخش دور و دما يفاکتورها رییتغ اثر پاسخ سطح نمودار: 9- 4 شکل

  .باشدمی میانه چرخش دور و يدما در هیتجز زانیم نیشتریب کهيطور به است؛ مشخص کاملا فعالیت

  

  

  

 ،يعمود و یافق محور نمودار نیا در ،Amy1136میزان فعالیت آنزیم  بر چرخش دور و دما يفاکتورها رییتغ اثر کانتور نمودار: 10- 4 شکل

  .دهدیم نشان را بالاتر میزان فعالیت قرمز به لیمتما هايرنگ که است فعالیت آنزیم زانیم نمودار رنگ و رگذاریثات يفاکتورها

Design-Expert® Software
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  بررسی اثر دما و جمعیت باکتري  -

، بررسی آماري واریانس Amy1136از تاثیر متقابل دما و دور چرخش بر میزان فعالیت آنزیم پس 

رخ نیز  جمعیت باکتريدر مورد دو فاکتور دما و  برهمکنش) نشان داد که ANOVAها (جدول  داده

- 4هاي دهد (شکلباکتري میانه بیشترین میزان پاسخ رخ میجمعیت که در دماي و  طوري دهد، به می

  ).12-4و  11

  هاي فرآیند بهینه سازي عامل 4-5-2-3

 :، جمعیت باکتريrpm 179، دور چرخش: 7/26 �، دما: افزار ط بهینه پیشنهادي توسط نرمشرای

، 17/8آنزیمی): فعالیت آنزیم بر حسب واحد ( R1بینی شده در شرایط بهینه،  و مقادیر پیش 25/1

و میزان  3/8%: 95پاسخ با اطمینان  ي، محدوده بالا5/3%: 95محدوده پایین پاسخ با اطمینان 

  باشد.می973/0مطلوبیت بر این پاسخ: 

  Amy1136بررسی تاثیر دما بر فعالیت  4-6

نشاسته و پلولان اندازه  يبا سه بار تکرار روي دو سوبسترا 90 �تا  10ت آنزیم در دماهاي فعالی

، آنزیم در است 50 �). نتایج نشان داد که، بهینه فعالیت آنزیم در دماي  13-4 گیري شد (شکل

 پلولان يبر روي سوبسترا 90 �تا  30بر روي سوبسترا نشاسته، و دماهاي  70 �تا  30دماهاي 

بیشتر از نشاسته است و در دماهاي % دارند، و فعالیت بر روي پلولان در تمامی دماها 50فعالیت بالاي 

  این اختلاف معنادار است. 50 � بالاي 

  Amy1136بررسی تاثیر دما بر پایداري آنزیم  4-7

ساعت با سه بار تکرار روي دو  2در مدت  90 �تا   10در دماهاي  Amy1136پایداري آنزیم 

 2). نتایج نشان داد که آنزیم بعد از مدت 14- 4گیري شد (شکل سوبسترا نشاسته و پلولان اندازه

تا  40در دماهاي  70، %30 �% در دماي 90حدود  20 �در دماهاي 100، %10 �ساعت در دماي 

نشاسته حفظ شد.  يفعالیت آنزیم بر روي سوبسترا 90 �تا  70% در دماهاي 80حدود  60 �



  

  |۷۱|    �ھارم، �تا�ج��ل 

 

 
 

% 100تقریبا  50 �تا  10ساعت در دماهاي  2همچنین فعالیت آنزیم بر روي سوبسترا پلولان پس از 

  % حفظ شد. 75بالاي  90 �% و در دماي 80بالاي   80 �و  70%  در دماهاي 90تا  60 �در دماي 

  

 نیشتریبطور که مشخص است همان .Amy1136میزان فعالیت  بر جمعیت باکتري و دما يفاکتورها رییتغ اثر پاسخ سطح نمودار: 11- 4 شکل

  .باشدمی میانه جمعیت باکتري و يدما در هیتجز زانیم

  

  

 هیتجز زانیم نیشتریبطور که مشخص است همان .Amy1136میزان فعالیت  بر چرخش دور و دما يفاکتورها رییتغ اثر کانتور نمودار: 12- 4ل شک

  .باشدمی میانه جمعیت باکتري و يدما در
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) و پلولان Starchدر حضور دو سوبستراي نشاسته ( گراد سانتی درجه 10-90دماي  در ،Amy1136 بر فعالیت مناسب دماي : تعیین13- 4 شکل

)Pullulan8 ) و = pH شد. گیريتکرار اندازه بار 3 با  

  

  

  

 گراد سانتی درجه 10- 90 دماهاي در آنزیم گرفتن قرار از بعد Amy1136 فعالیت مختلف، دماهاي در Amy1136 دمایی : پایداري14- 4 شکل

 .شد گیرياندازه تکرار بار 3 در حضور سوبستراي نشاسته و پلولان با pH = 8 و 50 � دماي در ساعت، 2 مدت به
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ساعت با سه  5گراد در طول مدت درجه سانتی 90و  70، 50در دماهاي  Amy1136پایداري آنزیم 

). نتایج نشان داد که فعالیت 15-4بار تکرار روي دو سوبسترا نشاسته و پلولان اندازه گیري شد (شکل 

 2و  1پس از  و بر روي سوبسترا نشاسته افزایش پیدا کرد 50 �آنزیم با گذشت زمان در دماي 

نشاسته افزایش پیدا کرد و  يسوبسترا يروفعالیت آنزیم بر  70 �ساعت قرارگیري آنزیم در دماي 

% فعالیت 50درصدي حفظ شد.  100ساعت فعالیت کمتر شد ولی همچنان فعالیت  4و  3پس از 

  بر روي سوبسترا نشاسته حفظ شد. 90 �ساعت قرارگیري در دماي  4آنزیم پس از 

 Amy1136بر فعالیت  pHبررسی تاثیر  4-8

) با سه بار تکرار بر روي دو 50 �در دماي بهینه فعالیت ( Amy1136بر فعالیت  11تا  4هاي pHاثر 

شان داد که بهینه فعالیت آنزیم در ). نتایج ن16-4گیري شد (شکل ي نشاسته و پلولان اندازهسوبسترا

8pH =  ) باشد. آنزیم در پلولاناز) میهم فعالیت و  يآمیلازهم فعالیتpH 11تا  7 و 11تا  5هاي 

  نشاسته و پلولان از خود نشان داد. يفعالیت خوبی به ترتیب بر روي سوبسترا

  Amy1136بر پایداري  pHبررسی تاثیر  4-9

Amy1136  ساعت در  2مدتpH قرار گرفت. فعالیت باقی مانده آن در شرایط بهینه  11تا  4هاي

). نتایج 17-4نشاسته و پلولان اندازه گیري شد (شکل  يبار تکرار بر روي دو سوبسترا 3فعالیت با 

%، 8pH =  100%، 5بیش از  7تا  4هاي pHساعت قرارگیري در  2نشان داد که فعالیت آنزیم پس از 

pH ساعت  2نشاسته حفظ شد. فعالیت آنزیم پس از  ي% بر روي سوبسترا80حدود  11تا  9هاي

و  10هاي pH%، 90بالاي  9تا   7هاي pH%، 60دود ح 6و  5هاي 4pH =  %20 ،pHقرارگیري در 

  پلولان حفظ شد. ي% بر روي سوبسترا50حدود  11

 ساعت انکوباسیون 24و  24، 3، 2، 1قرار گرفت و در  11و  8، 4هاي pHساعت در  24آنزیم به مدت 

). 18-4نشاسته با سه تکرار اندازه گیري شد (شکل  يفعالیت باقی مانده آنزیم بر روي دو سوبسترا
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، 40به ترتیب تا  11و  8، 4هاي pHساعت در  24فعالیت آنزیم پس از گذشت    نتایج نشان داد که

  % فعالیت حفظ شد.60و حدود  100

  

  

. شد داده گراد قراردرجه سانتی 90و  70، 50دماهاي  در  Amy1136آنزیم  مختلف، هايزمان در دما در Amy1136 : پایداري15- 4 شکل

  شد. گیرياندازه سوبسترا نشاسته حضور در pH = 8 و 50 � دماي در ساعت 4تا  آنزیم فعالیت

  

  

 گیري اندازه )تکرار 3 و 50 � دو سوبستراي نشاسته و پلولان ( حضور در pH 4 -11در  ،Amy1136 فعالیت مناسب pH : تعیین16- 4 شکل

  شد.
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 گیرياندزه تکرار بار سه با pH = 8 و 50 � دماي در آنزیم فعالیت ،10 تا 3 هاي pH در ساعت2 مدت به Amy1136 پایداري: 17- 4 شکل

  .گردید

  

 ساعت 24تا  آنزیم فعالیت. شد داده قرار  11و  8، 4 هاي pH در Amy1136 مختلف، هايزمان در  pH در Amy1136: پایداري 18- 4شکل 

  شد. گیرياندازه نشاسته حضور در pH = 8و  50 � دماي در
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  Amy1136هاي فلزي بر فعالیت بررسی تاثیر یون 4-10

، ZnSO4 ،CuSO4 ،FeCl2 ،FeCl3 ،MnCl2 ،MgCl2هاي میلی مولار یون 6و  3هاي تاثیر غلظت

CaCl2 ،CoCl2 ،BaCl2 ،NaCl ،KCl ،LiCl  وAgNO3  بر فعالیت آنزیمAmy1136  بر روي دو

، CaCl2هاي ). یون20-4و  19- 4هاي سوبسترا نشاسته و پلولان با سه تکرار اندازه گیري شد (شکل

CuSO4 ،ZnSO4  وMnCl2  میلی مولار بر روي  6و  3تقریبا تاثیري بر فعالیت آنزیم در هر دو غلظت

میلی  6در غلظت  BaCl2و  LiClهاي در هر دو غلظت، یون CoCl2 سوبسترا نشاسته نداشتند. یون

در غلظت  NaClمولار مانع فعالیت آنزیم بر روي سوبسترا نشاسته شده و فعالیت به صفر رسید. یون 

میلی مولار به  6و  3در غلظت  MgCl2%، یون 30و  22میلی مولار به ترتیب موجب کاهش  6و  3

میلی مولار به  6و  3در هر دو غلظت  FeCl3و  FeCl2هاي %، یون58و  42ترتیب موجب کاهش 

موجب  AgNO3% فعالیت آنزیم بر روي سوبسترا نشان شدند. تنها یون 25و  30ترتیب موجب کاهش 

میلی مولار افزایش فعالیت آنزیم بر روي سوبسترا  6و  3برابري به ترتیب در غلظت  3و  4افزایش 

  .)19-4 (شکل نشاسته شد

موجب  AgNO3و  ZnSO4 ،CuSO4 ،FeCl2 ،FeCl3 ،MgCl2 ،CoCl2 ،BaCl2 ،NaClهاي یون

بیشترین تاثیر را  BaCl2و  AgNO3هاي ها یونافزایش فعالیت آنزیم بر روي پلولان شد که در بین آن

تاثیري بر فعالیت  LiClو  CaCl2 ،KClهاي %) داشتند. یون100و  60بر افزایش فعالیت (به ترتیب 

  .)20-4 (شکل نداشتند

  Amy1136هاي آلی بر فعالیت بررسی تاثیر حلال 4-11

متانول، اتانول، ایزوپروپانول، ایزوبوتانول، گلیسرول، هاي آلی درصد حلال 2و  1هاي تاثیر غلظت

، بر روي دو سوبسترا نشاسته و پلولان با سه تکرار اندازه گیري شد Amy1136استون بر فعالیت آنزیم 

آلی تقریبا موجب کاهش فعالیت آنزیم شدند. هاي ). نتایج نشان داد که تمامی حلال21-4(شکل 

%، 43و  49% ایزوپروپانول به ترتیب 2و  1 %، غلظت56و  36% گلیسرول به ترتیب 2و  1 غلظت
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و  1غلظت %، 16و  50% اتانول به ترتیب 2و  1%، غلظت 50و  63% ایزوبوتانول به ترتیب 2و  1غلظت 

% فعالیت آنزیم بر روي سوبسترا نشاسته 50متانول % 2و  1% و غلظت 80و  50% استون به ترتیب 2

  را کاهش دادند.

  

 50 �هاي فلزي در دماي میلی مولار یون 6و  3هاي ، فعالیت آنزیم در حضور غلظتAmy1136هاي فلزي بر فعالیت آنزیم : اثر یون19- 4 شکل

  گرفته شد).در نظر  100گیري شد (کنترل بر روي سوبسترا نشاسته اندازه pH = 8و 

  

 50 �هاي فلزي در دماي میلی مولار یون 6و  3هاي ، فعالیت آنزیم در حضور غلظتAmy1136هاي فلزي بر فعالیت آنزیم : اثر یون20- 4 شکل

  گیري شد (کنترل صفر در نظر گرفته شد).بر روي سوبسترا پلولان اندازه pH = 8و 
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و  51% ایزوپروپانول به ترتیب 2و  1 %، غلظت43و  12% گلیسرول به ترتیب 2و  1 همچنین غلظت

%، 25و  31% اتانول به ترتیب 2و  1%، غلظت 8و  25% ایزوبوتانول به ترتیب 2و  1%، غلظت 38

% فعالیت آنزیم 51و  18% متانول به ترتیب 2و  1% و غلظت 43و  19% استون به ترتیب 2و  1غلظت 

  وبسترا پلولان را کاهش دادند.بر روي س

  Amy1136ها بر فعالیت بررسی تاثیر دترجنت 4-12

بر فعالیت  -100Xو تریتون 80، تویین20تویینها از جمله درصد دترجنت 2و  1هاي تاثیر غلظت

). نتایج نشان 22-4، بر روي سوبسترا نشاسته با سه تکرار اندازه گیري شد. (شکل Amy1136آنزیم

  موجب افزایش دو برابري فعالیت آنزیم شد. X-100و تریتون  20تویینداد که 

  Amy1136بررسی تاثیر برخی مواد شیمیایی بر فعالیت  4-13

)، گوانیدین هیدروکلرید IAMیدواستامید (مولار مواد شیمیایی ازجمله میلی 1تاثیر غلظت 

)GuHCl) دي تیوتریتول ،(DTT) سدیم آزید ،(NaNO3( ،فنیل متیل ، بتامرکاپتواتانول، اوره

) و سدیم دو دسی سولفات EDTAآمین تترااستیک اسید (اتیلن دي، )PMSFسولفونیل فلوراید (

)SDS ( بر فعالیت آنزیمAmy1136  تکرار بررسی شد بر روي دو سوبسترا نشاسته و پلولان با سه

و اوره تاثیر خاصی بر فعالیت آنزیم  بر روي  NaNO3 ،PMSFکه ). نتایج نشان داد 23-4(شکل 

، بتامرکاپتواتانول و GuHClاما فعالیت آنزیم بر روي نشاسته در حضور ، سوبسترا نشاسته نداشتند

DTT  کاهش پیدا کرد. همچنین فعالیت آنزیم بر روي سوبسترا پلولان در حضور 60بیش از %

 IAMو  SDSتغییر خاصی نکرد، اما  DTTحضور  % افزایش پیدا کرد و در14بتامرکاپتواتانول تا 

  % کاهش فعالیت بود).40% فعالیت آنزیم را کاهش دادند (تاثیر بقیه مواد کمتر از 50حدود 
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 = 8و  50 �هاي آلی در دماي درصد حلال 2و  1هاي ، فعالیت آنزیم در حضور غلظتAmy1136هاي آلی بر فعالیت : اثر حلال21- 4 شکل
pH  در نظر گرفته شد). 100نشاسته و پلولان (کنترل  يروي سوبسترابر  

  

بر  pH = 8و  50 �ها در دماي درصد دترجنت 2و  1هاي ، فعالیت آنزیم در حضور غلظتAmy1136ها بر فعالیت : اثر دترجنت22- 4شکل 

  در نظر گرفته شد). 100روي سوبسترا نشاسته و پلولان (کنترل 
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بر  pH = 8و  50 �میلی مواد شیمیایی در دماي  1 ، فعالیت آنزیم در حضور غلظتAmy1136: اثر مواد شیمیایی بر فعالیت آنزیم 23- 4 شکل

  در نظر گرفته شد). 100گیري شد (کنترل روي سوبسترا نشاسته و پلولان اندازه

  Amy1136تعیین پارامترهاي کینتیکی آنزیم  4-14

) سوبسترا (نشاسته و پلولان) بر سرعت mg/ml( 20و  15، 10، 5، 5/2، 25/1، 0هاي تأثیر غلظت

). 24-3رسم گردید (شکل  Prism6منتن با نرم افزار  - واکنش آنزیمی بررسی شد و نمودار میکائیلیس

 .آورده شده است 7-4 جدول در و شد محاسبه نیز آنزیم کینتیکی پارامترهاي
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  : نمودار میکائیلیس منتن24- 3 شکل

  

  

  Amy1136: تعیین پارامترهاي کینتیکی آنزیم 7- 4 جدول

 پلولان نشاسته پارامتر

Km (mg ml
-1 

) 2/4  73/1  

Vmax (µmol min
-1

 mg
-1

) 38/650  59/337  

kcat (s
-1

) 38/1129  1/586  

kcat/ Km (s
-1

mg ml
-1

) 09/269  36/337  
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هایی از زیست هاي زیستی در مقیاس صنعتی، مثالکاتالیزورهاي میکروبی به عنوان استفاده از آنزیم

هاي آنزیمی معمولا تحت واکنش باشند.فناوري سفید یا شیمی سبز (سازگار با محیط زیست) می

شوند، بسیار اختصاصی هستند و بازده بالایی براي تولید محصول دارند. علاوه شرایط ملایمی انجام می

آنزیم براي انجام واکنش، حتی در مقیاس صنعتی، مورد نیاز است و هر دو  بر این، تنها مقدار کمی از

ها از طریق کاهش مصرف مواد آنزیمداري دارد. حالت جامد و مایع آنزیم، نیاز به فضاي کمی براي نگه

کنند. وقتی تمام شیمیایی، آب، انرژي و کاهش تولید زباله، تاثیر تولید بر محیط زیست را کم می

ها هر ساله ها در نظر گرفته شود، تعجب آور نیست که کاربردهاي تجاري آنزیماستفاده از آنزیممزایاي 

هاي باکتريهاي میکروبی، در میان منابع آنزیم). Gurung et al., 2013در حال افزایش است (

ایطی مثل دهد که در شراین قابلیت را به آنزیم میفعال هستند. دماي بالا در دماي بالا گرمادوست، 

غلظت بالاي سوبسترا، ویسکوزیته پایین و آلودگی میکروبی کمتر، عملکرد بالایی داشته باشد 

(Vieille & Zeikus, 2001) ها، داري این باکترياما، شرایط سخت مورد نیاز براي رشد و نگه

- کند. همسانه مشکلاتی را براي جداسازي پروتئین از منابع بومی خود، در مقیاس وسیع، ایجاد می

 هاي نوترکیب مقاوم به حرارت، در کند که مقدار زیادي از پروتئینسازي این امکان را فراهم می

ها در محیط هاي صنعتی که بیشتر آن. در میان آنزیم)Zhu et al., 2011(د نمزوفیل بیان شو یمیزبان

ها، محصولات نشاسته، شویندهکنند کربوهیدرازها به دلیل مصرف گسترده در تولید آبی فعالیت می

ساکارید اصلی ذخیره صنایع نساجی و نانوایی از لحاظ مصرف حائز رتبه دوم هستند. نشاسته پلی

باشد و از لحاظ % انرژي مورد نیاز روزانه انسان می80تا  70گیاهان است و از نظر تغذیه، تامین کننده 

اهمیت فراوان است. با توجه به کاربرد وسیع و  تامین کالري مورد نیاز در کشورهاي جهان سوم، حائز

هاي تجزیه کننده نشاسته جزو توان گفت که آنزیممتنوع نشاسته در کشاورزي و صنایع گوناگون می

توانند در بیوتکنولوژي صنعتی و کشاورزي نقش آیند، بنابراین میهاي کاربردي به شمار میآنزیم

هاي آمیلولیتیک، به طور کامل نشاسته را به گلوکز تجزیه آنزیممهمی را ایفا کنند. ترکیب مناسبی از 
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هاي آمیلولیتیک است. آنزیم آمیلوپلولاناز پتانسیل بالایی در نمایند. آنزیم آمیلوپلولاناز جزو آنزیممی

را در  α-)1→6( و α-)1→4(باشد این آنزیم پیوندهاي پروسه تولید قند از نشاسته را دارا می

جا که اغلب فرآیندهاي صنعتی مربوط به هیدرولیز شکند. از آنپلولان و دکسترین می نشاسته،

هاي مقاوم شود، بنابراین استفاده از آنزیمگراد) انجام مینتیادرجه س 110 تا 60نشاسته در دماي بالا (

که از ژنوم  باشدمی 1136تر است. آنزیم مورد استفاده در این تحقیق آمیلوپلولاناز به حرارت مناسب

 کلون و بیان شد.  E. coliجداسازي و در میزبان مزوفیل  Cohnella sp.A01باکتري ترموفیل 

E. coli  ،در نخستین آزمایشات همسانه سازي براي تولید انسولین به عنوان یک پروتئین دارویی

ترین میزبانی متدوال. اشریشیاکلی (Swartz, 2001)و همکاران مورد استفاده قرار گرفت  Lillyتوسط

 ;Baneyx, 1999)گیرد هاي نوترکیب مورد استفاده قرار میاست که براي بیان بسیاري از پروتئین

Swartz, 2001; Farrokhi et al., 2009)هاي مناسب یک باکتري از جمله ، چرا که از طرفی شاخص

بیان پروتئین نوترکیب و قدرت تر مواد اولیه، کنترل آسان، میزان بالاي تر، مصرف کمتسریع سریع

هاي هاي بیگانه را دارد و از طرف دیگر وجود دانش زیاد در مورد ویژگیبالایی براي پذیرش ژن

هاي هاي همسانه سازي و گونهژنتیکی و بیولوژي مولکولی، در دسترس بودن تعداد زیادي از ناقل

ي بسیار کارآمد در تحقیقات مهندسی ، آن را به عنوان موجود (Baneyx, 1999)میزبانی جهش یافته

هاي میزبان هاي هترولوگوس در سیستمهاي ژنتیکی درآورده است. تجلی ژنورزيژنتیک و دست

باشد. ها میترین تکنیک موجود براي سنتز پروتئینترین و ارزانساده ،E.coliباکتریایی و مخصوصا در 

گیرد که سنتز با تعداد کپی پایین صورت میهاي هاي هترولوگ داخل پلاسمیدDNAسازي همسانه

افتد که ناشی از رونویسی و ترجمه همزمان ثانیه یک بار اتفاق می 35ها هر زنجیره پروتئینی از آن

نوع پروتئین نوترکیب که  500، امروزه بیش از (Farrokhi et al., 2009)باشد می E.coliها در ژن

 (Gooday & Rathburn, 1999)اکثرا داراي کاربردهاي دارویی هستند در اشریشیاکلی تولید شده اند 

هاي محدود کننده با وجود سهولت کاربردي و نیازبه عنوان یک سیستم بیان E.coliاز معایب اصلی 
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هاي فعال یوکاریوتی است، زیرا تاخوردگی به صورت روتئینسیستم بیان هترولوگوسی، مشکل تولید پ

آمینه به سرعت به داخل اسید 100هاي داراي کمتر از گیرد. پروتئینناقص بوده یا اصلا صورت نمی

هاي پروتئینی بزرگ اغلب باشد. در مقابل، مولکولها میپیکربندي طبیعی شان تاخوردگی سریع آن

کنند و به صورت را تولید می 1پروتئینی غیرفعال به نام اینکلوژن باديشوند و اجتماع اي میتوده

آیند که براي رسیدن به پروتئین سالم و با تاخوردگی صحیح و خالص باید در می 3یا میسفولد 2آنفولد

ها براي هاي پروتئینی بزرگ، تجزیه شوند. برخی از تکینیکمراحل زیادي طی شود و یا این مولکول

یستم تاخوردگی سلولی ایجاد شده است تا مانع از تشکیل این اجسام گردد. در اولین دستکاري س

ها ممکن است شانس هاي فرعی نظیر چاپرونهاي آمینواسیدي و استفاده از پروتئینتکنیک جایگزین

تاخوردگی صحیح را افزایش دهد. در برخی موارد تغییراتی در شرایط رشد مانند کاهش دماي 

یا تغییر ویسکوزیته محیط ممکن است منجر به کندي کینتیک تاخوردگی گردد و زمان انکوباسیون 

پپتید فراهم کند که شان درون پلیکافی را براي هر اسیدآمینه جهت پیداکردن پیکربندي صحیح

هاي فعال شود. اما دستکاري سیستماتیک شرایط آزمایشگاهی ممکن است منجر به تشکیل پروتئین

- بري باشد و در کل امتحان کردن سیستم محدود در تشکیل باندهاي ديبسیار زمانتواند عمل می

باشد، از دیگر معایب این سولفیدي که براي فعالیت پروتئینی در گیاهان و جانوران ضروري می

ها داراي ظرفیت محدودي براي اصلاحات پس از باشد، همچنین باکتريسیستم بیان کننده می

هاي باکتریایی محصولات سمی و ، مشکل دیگر در سیستم(Farrokhi et al., 2009)ترجمه هستند 

بیماري زا مانند اندوتوکسین همراه پروتئین مورد نظر است که این مساله  از نظر دارویی کیفیت 

داراي یک اسیدآمینه  E.coliهاي تولید شده در سیتوپلاسم کند. از طرفی پروتئینمحصول را کم می

هاي بیولوژیکی پروتئین را اضافی در انتهاي آمینی هستند که ممکن است ویزگی فرمیل متیونین

                                                             
1. Inclusion 
2. Unfold  
3. Misfold  
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ها در که آنزیمبا توجه به این ،(Epstein, 1994)عمل کند  1تغییر و یا حتی به عنوان یک ایموژن

گیرند در این پژوهش هدف تولید آنزیم نوترکیب صنایع مختلف در معرض دماهاي بالا قرا می

باشد، نظر به آمیلوپلولانازاز یک منشا گرمادوست جهت مقاومت و پایداري آن در برابر دماهاي بالا می

اهمیت این آنزیم در صنعت بیوتکنولوژي،کشاوزي، پزشکی، داروسازي حجم زیادي از این آنزیم در 

و مهندسی ژنتیک  ي بیوتکنولوژيي بالاي این کار، در حوضهایران وارد شده است و با توجه به هزینه

  اقدام به تولید این آنزیم به صورت پروتئین نوترکیب و بررسی خصوصیات شیمیایی این آنزیم گردید.

آمینواسید  722با طول  1136ي آنزیم آمیلوپلولاناز کنندهجفت باز کد 1166با طول  Amy1136ژن 

و  Nativeهاي مختلف به صورت تاکنون مطالعات زیادي بر روي آمیلوپلولانازهاي باکتريباشد. می

ها هاي مهندسی شده انجام پذیرفته که از جمله منبع این آنزیمبررسی همسانه سازي درون میزبان

  ،Bacillus )Takasaki, 1987، Shen et al., 1990 ،Lin et al., 1996هاي مختلف گونه توان بهمی

Sang-Pil et al., 1994، Vishnu et al., 2006 ،Ara et al., 1995، Brunswick et al., 1999،Roy et 

al., 2003(هاي ، گونهGeobacillus )Noorwez et al., 2006، Zareian et al., 2010(، هاي گونه

Clostridium )Hyun & Zeikus, 1985; Melasniemi, 1987، Saha et al., 1990 ،Spreinat & 

Antranikian, 1990(هاي ، گونهThermoanaerobium )Coleman et al., 1987 ،Plant et al., 

1987a ; Plant et al., 1987b) ،Ganghofner et al., 1998 ، Mathupala & Zeikus, 1993 ،Koch 

et al., 1987 ،Koch et al., 1987 ،Koch et al., 1987( ،Thermotoga maritime (Bibel et al., 

  اشاره کرد. Thermococcus profundus (Kwak et al., 1998)و  (1998

هاي غیرکاتالیتیکی مربوط به لایه سطحی در ماتیکی وجود دومین هاي بیوانفوربا توجه به بررسی

و  یستقادر به اتصال به لایه پپتیدوگلیکانی ن Amy1136دهد که آنزیم توالی پروتئینی نشان می

. در بررسی بیوانفورماتیکی خصوصیات شودمیباشد، که به لایه سطحی متصل نوعی اگزوآنزیم می

                                                             
1. Imogen 
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شناخته هاي با سایر آمیلوپلولانازهاي باکتري Amy1136بیوشیمیایی، مقایسه شاخص پایداري آنزیم 

هاي نسبت به آمیلوپلولانازهاي باکتري Amy1136که داد نشان  57و  13هاي خانوادهشده 

Cyanobacterium sp. CLg1، Geobacillus stearothermophilus،Geobacillus 

thermoleovorans ، Lactobacillus paracasei ،Streptococcus suis P1/7 ،Pyrococcus 

furiosus DSM 3638 ،Staphylothermus marinus F1 ،Caldivirga maquilingensis ،

Pyrococcus furiosus DSM 3638 ،Staphylothermus marinus F1 ،Thermococcus 

hydrothermalis ،Thermococcus kodakarensis KOD1 ،Thermococcus litoralis  و

Thermococcus sp. HJ21 همچنین مقایسه شاخص آلیفاتیک  .برخوردار استپایداري بالاتري  از

از پایداري  57 هاينسبت به آمیلوپلولانازهاي جداسازي شده از باکتري Amy1136دهد نشان می

برخوردار است. با توجه به اینکه ساختار آمیلوپلولانازها کریستالوگرافی نشده است، حرارتی بالاتري 

گویی ساختار سه بعدي آنزیم پرداخت همچنین آمیلوپلولاناز توان بر اساس مدل همولوژي به پیشنمی

این تحقیق بر اساس توالی آمینواسیدي داراي تفاوت چشمگیري نسبت به آمیلوپلولانازهاي به ثبت 

باشد، که در این مطالعه به صورت آزمایشگاهی موفق شدیم تا نشان دهیم که ژن نوترکیب، سیده میر

  دهد.کند که فعالیت آنزیمی آمیلوپلولانازي از خود نشان میآنزیمی را تولید می

هاي کروماتوگرافی و یا ژل بدون استفاده از روشو اي به صورت تک مرحله Amy1136سازي خالص

گراد صورت گرفت، به دلیل پایدار بودن درجه سانتی 90، با روش شوك حرارتی در دماي یونفیلتراس

هاي میزبان به جز دقیقه، تمامی پروتئین 15گراد، پس از گذشت درجه سانتی 90آنزیم در دماي 

Amy1136  درسازي % با این روش خالص شد. مشابه این روش خالص90رسوب کردند و آنزیم بالاي 

 Thermoanaerobacteriumو  Pyrococcus furiosus هايآمیلوپلولاناز نوترکیب باکتري هايآنزیم

saccharolylicum B6A-RI (Ramesh et al., 1994) سازي با ها مرحله اول خالصکه در این گونه

  شوك حرارتی انجام گرفت.
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فعالیت به روش سطح  سازي بیان آنزیم براي دریافت حداکثر، بهینهAmy1136خالص سازي از پس 

سازي با روش پلاکت برمن فاکتورهاي تاثیرگذار پاسخ با طرح مرکب مرکزي انجام گرفت، قبل از بهینه

در بیان آنزیم براي حداکثر فعالیت آن انتخاب شدند، فاکتورها به ترتیب اثرگذاري، جمعیت باکتري، 

ل و فاکتورهاي مورد بررسی بر داري مدمعنیتعیین شدند.  IPTGدما و دور چرخش براي تلقیح 

مدل و فاکتورهاي  1/0کمتر از  p-Valuشود. در این طراحی نیز تعیین می Prob> Fو  F-Valuاساس 

دار در بین سطوح این فاکتورها دهنده وجود اختلاف معنینشان دما، دور چرخش و جمعیت باکتري،

تاثیرگذار در تولید و فعالیت پلولانازها بر  است. استفاده از طراحی پلاکت برمن براي تعیین فاکتورهاي

 Clostridium و Exiguobacterium sp. SH3 (Rajaei et al., 2014)روي پلولاناز باکتري  

thermosulfurogenes SVM17 (Mrudula et al., 2011) ها انجام گرفته است که در این گونه

برخلاف این تحقیق که شرایط بیان مورد بررسی قرار گرفته است، ترکیبات محیط کشت نیز بررسی 

  شد. 

) برابر با CV( 1شرایط بهینه فاکتورهاي تاثیر گذار به روش سطح پاسخ نیز تعیین شد. ضریب تغییرات

دار نشدن آماري، معنی. در تحلیل (Zou et al., 2016)باشد گر دقت بالا آزمایش می% نیز بیان26/6

Lack of fit در این تحقیق استدهنده درستی آزمایش نشان .F-Valu  و  86/2برابر باP-Valu  برابر

دار نبوده و آزمایش مناسب دهد که معنینشان می Lack of fit ) براي 05/0(کمتر از  1364/0با 

دار دهد مدل آزمایش معنینشان می 0001/0برابر با  Prob>Fو  97/25برابر با  P-Valuباشد.  می

-Pدار بود و دهد که مدل معنینشان می 05/0کمتر از  P-Valuها باشد. در تحلیل واریانس دادهمی

Valu بوددار ندهد مدل معنیدر روش سطح پاسخ نشان می 1/0تر از بیش ( Li et al., 2007) در .

، همچنین بودنددار دور چرخش و جمعیت باکتري معنی ،دار نبود، دما معنیAmy1136تولید آنزیم 

، و اثر بین دور بودنددار اثر بین دما و دور چرخش، دما و جمعیت باکتري در عملکرد آنزیم معنی

                                                             
1. Coefficient of variation 
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برهمکنش . بیشترین تاثیر در عملکرد آنزیم، )6-4 بود (جدولدار نچرخش و جمعیت باکتري معنی

در ، دما و میزان جمعیت باکتري که، در محدوده شرایط آزمایشطوريبهبود،  بین دما و دور چرخش

  منجر به محدوده مرکزي

  شود. افزایش میزان پاسخ می

و  50 � با فعالیت در دماي بهینه Amy1136بررسی خصوصیات بیوشیمیایی نشان داد که آنزیم 

بهینه  pHباشد. تاییدي بر گرمادوست بودن آنزیم می ، �70% تا دماي 50همچنین فعالیت بالاي 

 Bacillusو  Bacillus sp. KSM-1378باشد. مشابه این نتیجه در آمیلوپلولانازهاي می 8فعالیت هم 

circulans F-2 (Zareian et al. 2010) و  50، که دماي بهینه فعالیت در این منابعpH  فعالیت بهینه

نسبت به فعالیت اولیه زیاد فعالیتش ، �50ساعت در دماي  4پس از گذشت  Amy1136. بودقلیایی 

درصد  50و بیش از  100به ترتیب  �90و  70ساعت قرارگیري در دماهاي  4شد، همچنین بعد از 

هاي شدیدا باکتري 3در آمیلوپلولانازهاي  این موضوع. تقریبا مشابه شدفعالیت اولیه آنزیم حفظ 

از باکتري  MTsiApuNو  TsiApu ،TsiApuN هاي، از جمله آنزیمشدگرمادوست گزارش 

Thermococcus siculi  ، 90به ترتیب بیش از  �90و  80ساعت قرارگیري در دماي  5پس از که %

، همچنین آنزیم آمیلوپلولاناز باکتري (Jiao et al., 2011) حفظ شد% فعالیت خود 85و حدود 

Geobacillus thermoleovorans  80گراد درجه سانتی 90ساعت قرارگیري در دماي  4پس از %

 4نیز پس از  Thermococcus kodakarensis KOD1فعالیت آن حفظ شد، آمیلوپلولاناز باکتري  

، +Ca2و در عدم حضور  +Ca2% در حضور 80گراد حدود درجه سانتی 90ساعت قرارگیري در دماي 

در دماهاي بالا نسبت به آمیلوپلولانازهاي  Amy1136% فعالیت حفظ شد. پایداري 60کمتر از 

Iranian Bacillus sp. (Zareian et al., 2010) ،Thermoanaerobacter Strain B6A (Saha et al., 

1990) ،Bacillus subtilis DR8806 (Asoodeh & Lagzian, 2012) آمیلوپلولانازهاي ،gt-apu  و
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gt-apuT  از باکتريGeobacillus thermoleovorans NP33 (Nisha & Satyanarayana, 

2013a) ،Thermoanaerobacter ethanolicus 39E (Mathupala & Zeikus, 1993) بیشتر می -

  باشد.

Amy1136  درpH به طوریکه پس از گذشت  بود،هاي اسیدي و قلیایی داراي فعالیت و پایداري خوبی

درصد فعالیت اولیه آنزیم حفظ شد، مشابه  60و  90، 45به ترتیب  11و  8، 4هاي pHساعت در  24

هاي قلیایی و هم اسیدي پایدار است در آنزیم باکتري شدیدا pHاین نتیجه که آنزیم هم در 

% 70ساعت  2که بعد از  G. thermoleovorans (Nisha & Satyanarayana, 2014)گرمادوست 

است کاهش پیدا کرد، این در صورتی = pH 9% فعالیت اولیه در 25و  = pH 5فعالیت اولیه آنزیم در 

و  = pH 5 % فعالیت پلولانازي در40% فعالیت آمیلازي و 50ساعت  2پس از  Amy1136که آنزیم 

آمیلوپلولاناز بررسی  3ست رفت. فقط از د = pH 9% فعالیت پلولانازي در 10% فعالیت آمیلازي و 20

هاي pHبا اینکه پایداري خوبی در دماي بالا از خود نشان دادند اما تنها در  T. siculiشده باکتري 

  . (Jiao et al., 2011) بودند  اسیدي پایدار

- و همچنین دماي بالا پایدار است مینسبت به شرایط اسیدي و قلیایی  Amy1136که باتوجه به این

 ;Ara et al., 1995)شو داشته باشد وپز و شستوتواند کاربرد خوبی در صنایع قندسازي نشاسته، پخت

Jiao et al. 2011; Roy & Gupta, 2004). 

 Amy1136موجب افزایش چندین برابري فعالیت آمیلاز و پلولاناز آنزیم  +Agهاي فلزي در بین یون

 باشد.اما به دلیل گران بودن نقره استفاده از آن به عنوان کوفاکتور مقرون به صرفه نمی شده است،

 +Fe3و  +Mg2+ ،Na2+ ،Fe2هاي فعالیت آمیلازي را مهار کردند، یون  +Li2و  +Co2+ ،Ba2هاي یون

تاثیري بر فعالیت آمیلازي  +Cu2+ ،Zn2+ ،Mn2هاي مقدار کمی فعالیت آمیلازي را کاهش دادند و یون

موجب  +Co2+ ،Ba2+ ،Mg2+ ،Na2+ ،Fe2+ ،Fe3+ ،Cu2+ ،Zn2هاي که یوناستنداشتند؛ این در حالی
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هاي تاثیري بر فعالیت پلولانازي نداشت تاثیر متفاوت یون  +Li2افزایش فعالیت پلولانازي شدند و 

 & Lin)گزارش شده است  T. ethanolicus 39Eروي آنزیم  فلزي بر فعالیت آمیلاز و پلولاناز تقریبا بر

Leu, 2002) یون .Ca2+  تاثیري بر فعالیت آمیلازي و پلولانازيAmy1136  ندارد، این مشاهد نشان

غیروابسته بودن به کلسیم یک برتري در باشد. غیروابسته به کلسیم می Amy1136دهد که آنزیم می

یون کلسیم اولا موجب مهار آنزیم گلوکزایزومراز در مرحله تبدیل باشد، زیرا صنعت قندسازي می

هاي شود، ثانیا حذف یون کلسیم در مراحل بعدي واکنش موجب افزایش هزینهگلوکز به فروکتوز می

وشو . غیروابسته بودن به کلسیم در صنعت شست(Nisha & Satyanarayana, 2016)شود مصرفی می

  شود.شو کلاته میویرا یون کلسیم در فرآیند شستتواند برتري باشد زنیز می

 B. subtilisفعالیت و پایداري گلوکونوآمیلوپلولاناز باکتري  )2012(اولین بار آسوده و لغزیان 

DR8806 هايرا غیروابسته به کلسیم گزارش کردند، مشابه این نتیجه در آمیلوپلولاناز C. 

thermosuhfurogenes SVM17 (Mrudula et al., 2011) ،gt-apu (Nisha & Satyanarayana, 

2013a)     ، G. thermoleovorans (Nisha & Satyanarayana 2014)  گزارش شده است. وابستگی

، T. ethanolicus 39Eپلولانازها وجود دارد و در  -در آمیلوپلولانازها/ آلفاآمیلاز به یون کلسیم

Pyrococcus furiosus  وP. woesei  گزارش شده است(Lin, 2002) .  

هاي هیدروکسیل در کاتالیز نقش دهد که گروهنشان می PMSFدر برابر  Amy1136کاهش فعالیت 

تیوتریتول و بتامرکاپتواتانول اسید، ديهاي سولفیدریل از جمله یدواستیکدارند. تاثیر کم مهارکننده

 & Nisha) ندارند پلولانازينقشی در فعالیت هاي تیول دهد که گروهدر فعالیت پلولانازي نشان می

Satyanarayana, 2014)فعالیت 50تیوتریتول و بتامرکاپتواتانول موجب کاهش بیش از ، دي %

  آمیلازي شدند. 
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به خوبی پایدار بوده  Triton X-100و  Tween20 ،Tween80هاي غیریونی آنزیم در برابر سورفکتانت

) SDS )mM 1% افزایش داشته است، و در برابر سورفکتانت آنیونی 2و  1هاي فعالیت آن در غلظت

دهد که می ها نشانهاي قلیایی در حضور دترجنتpHمقدار کمی از فعالیت کم شد. پایداري آنزیم در 

  . (Nisha & Satyanarayana, 2014)داشته باشد  اهمیتمواد شوینده  در فرمولاسیونتواند می

تواند به طور چشمگیري کاربرد صنعتی هاي آلی به جاي محیط آبی طبیعی آنزیم، میحلالاستفاده از 

 هاآنزیم روي بر متنوعی که  فیزیکوشیمیایی اثرات آلی با هايآنزیم را افزایش دهد. در واقع حلال

مطالعات  .)Laane, 1987(دهند می قرار تاثیر تحت ايتوجه قابل مقدار به را هاآنزیم دارند، فعالیت

هاي نشان داده است، در برخی موارد که انجام واکنش آنزیمی در آب غیر ممکن است در حضور حلال

 با آلی هايحلال که است شده گزارش . از طرف دیگر،)Alexander, 2001(آلی انجام شدنی است 

 هاآن واسرشتگی باعث هستند، ضروري عملکردي آنزیم هايگروه براي که پروتئین اطراف آب جذب

تواند امتیاز بزرگی ها می. بنابراین فعالیت و مقاومت آنزیم در حضور حلال)Tahir, 2009( شوندمی

هاي آلی بر روي % برخی حلال2و  1هاي براي کاربرد در صنعت باشد. در این تحقیق نیز تاثیر غلظت

ندارد و  Amy1136بر فعالیت پلولانازي فعالیت آنزیم بررسی شد و نشان داد ایزوبوتانول تقریبا تاثیري 

%) موجب کاهش 2% و استون 1%، ایزوبوتانول 2% ( به جز گلیسرول 50ها نیز کمتر از لالبقیه ح

  فعالیت شدند که این کاهش در فعالیت آمیلازي بیشتر از فعالیت پلولانازي مشاهده شد. 

 Kmو کارایی کاتالیتیکی، آنزیم از لحاظ کینتیکی مورد بررسی قرار گرفت.  Km ،Vmaxي با محاسبه

باشد. در واقع هرچه این مقدار کمتر باشد میزان تمایل اتصال معیاري از تمایل آنزیم به سوبسترا می

توان کارایی کاتالیتیکی آنزیم به سوبسترا بیشتر است. براي تعیین کارآمدي آنزیم در یک صنعت  می

ملاك قرار داد. هرچه این مقدار بیشتر باشد احتمالا آنزیم هم کاراتر خواهد بود. مطالعات کینتیکی را 

 باشدنشان داد سرعت ماکسیمم در فعالیت آمیلازي بیشتر از فعالیت پلولانازي می Amy1136بر روي 
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)µmol min
-1
 mg

-1
 38/650Vmax =    براي آمیلاز وµmol min

-1
 mg

-1
 59/337Vmax =   براي

پلولان بیشتر است یعنی آنزیم در  يکه میل ترکیب آنزیم به سوبسترااستپلولاناز) این در صورتی

  = 73/1Kmبراي سوبسترا نشاسته و   = 2/4Kmرسد (اکثر سرعت میلان به حدغلظت کمتري از پلو

 .Tو  L. plantarum L137 (Kim et al., 2009)پلولان)، مشابه این نتیجه در  يبراي سوسترا

ethanolicus 39E (Lin  & Leu, 2002) در گونه اول مانند گزارش این تحقیق  ،مشاهده شدVmax 

بزرگتر براي فعالیت آمیلازي به دست آمد، اما در گونه دوم برعکس این تحقیق یعنی  Kmبیشتر و 

Vmax  بیشتر وKm ها بزرگتر براي فعالیت پلولانازي به دست آمد. در هر دوي این گونهVmax  براي هر

در مورد هر دو سوبسترا بزرگتر از  Kmگزارش شد. در گونه  اول عدد  Amy1136دو فعالیت کمتر 

Amy1136  ولی در گونه دوم عددKm  براي پلولان بزرگتر و براي نشاسته کوچکتر از این تحقیق

 Desulfurococcus mucosus DSM 2162براي سوبسترا نشاسته در آنزیم  Kmعدد گزارش شد. 

(Duffner et al., 2000)  بزرگتر ازAmy1136  گزارش شد. با اینکهVmax  آنزیمAmy1136  کمتر از

باشد، بیشتر می Kmو  Geobacillus thermoleovorans (Nisha & Satyanarayana, 2014)آنزیم 

kcat/ Km (s  کاتالیتیکی براي هر دو فعالیتاما راندمان 
-1

mg ml
-1

و  09/269 براي فعالیت آمیلازي (

 Amy1136باشد. فعالیت آمیلازي آنزیم بیشتر از گونه ذکر شده می )4/373براي فعالیت پلولانازي 

 .T. kodakarensis KOD1 (Guan et al., 2013) ،P هاي همچنین نسبت به فعالیت آمیلازي آنزیم

furiosus (Dong et al., 1997) ،T. siculi (Jiao et al., 2011) ،Staphylotherm marinus (Li et 

al., 2013) ،Desulfurococcus mucosus (Duffner et al., 2000) ،P. woesei (Rudiger et al., 

 ,.kodakarensis KOD1 T. (Guan et alهاي و فعالیت پلولانازي آن نیز نسبت به آنزیم (1995

 . بوداز راندمان کاتالیتیکی بالاتري برخوردار  P. woesei (Rudiger et al., 1995)و  (2013
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Abstract 

Amylopullulanases (EC.3.2.1.41/1) hydolysise starch and pullulan, catalyzing α-(1→-4) 

and α-(1→6) linkages. Through homology search a near full-length putative 

amylopullulanase gene, Amy1136, from a thermophilic bacterium, Cohnella sp. A01, 

was amplified. The amplicon was cloned in pET-26b(+)and expressed in E. coli BL21. 

The recombinant enzyme was purified via incubation at 90 �	for	15	min	followed	by	

centrifugation. Heterologous expression of Amy1136 was optimized via response 

surface methodology. The expression reached at its maximum level at 26.7 ºC, 179 rpm 

shake and 1.25. Biochemical and kinetic properties of the enzyme were analyzed on 

both starch and pullulan. The enzyme had the best activity at 50 ºC (pH = 8). However, 

enzyme demonstrated a great stability at higher temperatures and a wide pH range. 

Amongst metal cations, Ag+ was improved enzyme activity by the order of many folds 

and the enzyme lost its activity in the presence of Co2+. Interstingly, Amy1136 was 

functioning independent of Ca2+. Calculated Km, Vmax, turn over number (kcat) and 

catalytic efficiency (kcat/Km) for the enzyme were 4.2 mg ml-1, 650.38 µmol min-1 mg-1, 

1129.38 s-1, 269.09 s
-1
mg ml

-1
 once pullulan was used as substrate, and 1.73 mg ml-1, 

337.59 µmol min-1 mg-1, 586.1 s-1, 338.78 s
-1
mg ml

-1
in the presence of starch. Generraly, 

the enzyme activity demonstrated a relatively sound activity in the presence of 

detergents and organic solvents. Thus by being a stable enzyme, Amy1136 would be a 

great candidate for starch saccharification, baking, and detergent industries. 

Keywords: Amylopullulanase, Cloning, Thermostable, Independent Ca2+, Cohnella sp. 
A01 
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